Copie a I'intention d I'office elu (EO/US) 



PCT/FR99/0074P 



TRAITE D^OOPERATION EN M ATI EFJ^BfcBRE VETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: .,. ,< 

NIEDERST, Claire 

Avpnti<; Pharma 

20, avenue Raymond Aron 

F-92165 Antony Cedex 

FRANCE 


Date cfexpedition (jour/mois/annee) 
14 tevrier 2000 (14.02.00) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
ST980O9 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande Internationale no 
PCT/FR99/00740 


Date du depot international Gour/mois/annee) 
30 mars 1999 (30.03.99) 



Copy 



1. Les renseignements suivants eta tent enregistres en ce qui concerne: 

| | le deposant | | I'inventeur | X| le mandataire | | le representant commun 



Nom et a dress e 

NIEDERST, Claire 
Rhone-Poulenc Rorer S.A. 
20, avenue Raymond Aron 
F-92165 Antony Cedex 
FRANCE 


Nationalite (nom de TEtat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


no de telephone 
01 55 71 73 26 


no de telecopieur 
01 55 71 72 91 

■r ■ 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
| | la personne [^] le nom Tadresse | | la nationalite | | le domicile 


Nom et adresse 

NIEDERST, Claire 

Aventis Pharma 

20, avenue Raymond Aron 

F-92165 Antony Cedex 

FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 


Domicile (nom de I'Etat) 


no de telephone 
01 55 71 73 26 


no de telecopieur 
01 55 71 72 91 


no de teleimprimeur 



0€ > 



3. Observations complementaires, le cas echeant: 



4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 

| X| a I'office recepteur | | aux offices designes concernes 

| | a Tadministration chargee de la recherche Internationale | X| aux offices elus concernes 

| X | a ('administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 



?■ 

7 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire auto rise: 

Eugenia Santos 

no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 



003106512 
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int ntion de I'office 6lu (EOAJS) 



PCT/FR99/00740 



TRAITE D^OOPERATION EN MATIEFT^E BREVETS 





ExpSditeur: le BUREAU INTERNATIONAL 


PPT 


uesiindiaii t?. 


fcirVTICIf* AXIOM T\C 1 'CMDC^ICTRPMPMT 

D UN CHANGEMENT 

(regie yzDis. i et 
instruction administrative 422 du PCT) 


NIEDERST, Claire 

Aventis Pharma 

20 avenue Ravmond Aron 

F-92165 Antony Cedex 

FRANCE 


Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 

14f6vrier 2000(14.02.00) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
ST98009 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande intemationale no 
PCT/FR99/00740 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
30 mars 1999 (30.03.99) 



1. Les renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 

X le deposant | | I'inventeur | | le mandataire | | le representant commun 


Nom et adresse 

RHONE-POULENC RORER S.A. 
20, avenue Raymond Aron 
F-92160 Antony 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
[ | la personne Q<] le nom I'adresse la nationalite le domicile 


Nom et adresse 

AVENTIS PHARMA 
20, avenue Raymond Aron 
F-92160 Antony 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


3. Observations com plementa ires, le cas echeant: 


4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 
| X| a I'office recepteur | | aux offices designes concernes 
| | a ('administration chargee de la recherche intemationale | X| aux offices elus concernes 
| X| a ('administration chargee de I'examen preliminaire international | | autre destinataire: 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise: 

Eugenia Santos 

no de telephone (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/306 (mars 1994) 



003106510 



H,s ^ee BLANK 



(USPTQ) 



Copie a I'intention de I'office elu (EO/US) PCT/FR99/00740 

TRAITE D r ~C)OOPERATION EN MATIER^E BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION DE L'ENREGISTREMENT 
D'UN CHANGEMENT 

(regie 92bis.1 et 
instruction administrative 422 du PCT) 


Destinataire: ^?>s> 

NIEDERST, Claire 'LASS 
Aventis Pharma 'g/i 
20, avenue Raymond Aron * 
F-92165 Antony Cedex 
FRANCE 


Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 

11 aout 2000(11.08.00) 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
ST98009 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande irtternationale no 
PCT/FR99/00740 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
30 mars 1999 (30.03.99) 



1. Le 
X 


s renseignements suivants etaient enregistres en ce qui concerne: 
le deposant [ | I'inventeur | | le mandataire | | le representant commun 


Nom et adresse 

AVENTIS PHARMA 
20, avenue Raymond Aron 
F-92160 Antony 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no detetecopieur 


no de teleimprimeur 


2. Le Bureau international notifie au deposant que le changement indique ci-apres a ete enregistre en ce qui concerne: 
| | la personne X le nom | | I'adresse | | la nationalite | | le domicile 


Nom et adresse 

AVENTIS PHARMA S.A. 
20, avenue Raymond Aron 
F-92160 Antony 
FRANCE 


Nationalite (nom de I'Etat) 
FR 


Domicile (nom de I'Etat) 
FR 


no de telephone 


no de telecopieur 


no de teleimprimeur 


3. Observations compiementaires, le cas echeant: 


4. Une copie de cette notification a ete envoyee: 
| X | a I'office recepteur | | aux offices designes concernes 
| | a I'administration chargee de la recherche internationale | X | aux offices elus concernes 
| X | a I'administration chargee de I'examen preliminaire international | [ autre destinataire: 





Fonctionnaire autorise: 


Bureau international de I'OMPI 


34, chemin des Colombettes 


R. Chrem 


121 1 Geneve 20, Suisse 


no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41 -22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/306 (mars 1 994) 003462400 



PCT/FR99/00740 



traite r Cooperation en matief je brevets 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



Destinataire: 



Assistant Commissioner fof l^ftts 
United States Patent and Trademark ^, 
Office * f 'fc 
Box PCT Ooi 
Washington, D.C.20231 M4> 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 

18novembre 1999(18.11.99) 


en sa qualite d'office elu 




Demande internationale no 
PCT/FR99/00740 


Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
ST98009 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

30 mars 1999 (30.03.99) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
02 avril 1998 (02.04.98) 


Deposant 

BYK, Gerardo etc 



1. L' office designe est avise de son election qui a ete faite: 

| X | ,dans la demande d'examen preliminaire international presentee a Tadministration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

19octobre 1999(19.10.99) 

| | dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. (.'election | Xj a ete faite 

| | n'a pas ete faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mo is a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bureau international de I'OMPI 


Fonctionnaire autorise 




34, chemin des Colombettes 


Diana Nissen 


1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopies: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 338.83.38 


Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) 


2963288 



THIS 



TRAITE DE C^PERATION EN MATIERE DE BMfcfETS 



W PCT 




RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIO^LE 

(article 18 et regies 43 et 44 du PCT)^5^ 



Reference du dossier du d^posant ou 
du mandataire 

ST98009 . 


POUR SUITE voir ,a notification de transmissioi^/rapport de recherche internationale 

(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas€2&feant, le point 5 ci-apres 
A DONNER ^ ^ 


Demande internationale n° 
PCT/FR 99/00740 


Date du depot international (jour/mois/annge) 

30/03/1999 


(Date de priorit^ferplus ancienne) 
Qour/mois/ann£ef^j^ 

02/W/^98 


D6posant 

h 

RHONE-POULENC RORER S.A. et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 



-4-X- 



feuilles. 



Ce rapport de recherche internationale comprend 

| | II est aussi accompagn6 d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete" effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete" deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a 6te effectude sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a ('administration. 



En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulgu^es dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
| | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

.remis ulterieurement a Tadministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee. a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 



[X] II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
| | II y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

|~X~| le texte est approuv6 tel qu'il a 6t6 remis par le deposant. 

| | Le texte a £te* etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

le texte est approuve tel qu'il a ete* remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete" etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'exp£dition du present rapport 



de recherche internationale. 
La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 



| | sugge>3e par le deposant. [Xj Aucune des figures 

□ , . i , , . _ n'est a publier. 

parce que le deposant n a pas sugge>6 de figure. 

| | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/tSA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 



(USPTO) 



l^^^mande internationale n° 

RAPPORT DE R^P^RCHE INTERNATIONALE T/ FR 99/ 00740 



Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d une rechercho 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



ConformeVnent a I'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche^kptes motifs suivants:- 

1 . A Les revendications n os 28 "V?, 

se rapportent a un objet a regard duquel I'administration n'est pas tenue de proceder a la recherche f a^voir: 

Remarque: Bien que la revendi cation 28 Cfo 

concerne une methode de traitement du corps humai n/anmWL, 

la recherche a ete effectuee et basee sur les effets imputes 
au produit/a la composition. 

2. | | Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 



3. | [ Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas r^digees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6. 4. a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir: 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
' ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 



2. I_l Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, r administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I | Comme une partie seulement des taxes additionnelles demand^es a ete pay^e dans les delais par le deposant, le present 

I 1 rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont 6t6 payees, a savoir 

les revendications n os 



4. I I Aucune taxe additionnelle demanded n'a 6t6 pay£e dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

' ' de recherche internationale ne porte que sur ('invention mentionn^e en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n os 



Remarque quant a la reserve 



| | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du d^posan t. 
| | Le paiement des taxes additionnelles n'^tait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) (Juillet 1998) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



m m 

)EMANDE 



Demande Internationale No 

FR 99/00740 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMJTNDE , 

CIB 6 C07D233/48 C07D239/14 C12N15/87 A61K31/47 C07J41/00 
C07K5/06 

> et la Cl^$%5 



Selon la classification international© des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale < 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) ^ 

CIB 6 C07D C12N A61K C07K C07J 

QQSi^ 

Documentation consulted autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la rechercn*^ 



Base de donneds 6lectronique consume au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° Identification des documents cites, avec, le cas ech^ant, I'indication des passages pertinents 



no. des revendications viseds 



WO 97 18185 A ( RH0NE-P0ULENC RORER S.A.) 

22 mai 1997 

cite dans la demande 

voir revendications 

WO 97 31935 A (CENTRE NATIONAL DE LA 
RECHERCHE SCIENTIFIQUE) 4 septembre 1997 
voir revendications 

WO 96 17823 A (RHONE POULENC RORER SA) 

13 juin 1996 

voir revendications 

WO 95 18863 A (RHONE POULENC RORER SA) 
13 jui llet 1995 
voir revendications 

-/-- 



1-28 



1-28 



1-28 



1-28 



j y j Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document d6finissant I'etat g6ne>al de la technique, non 
consider comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais public a la date de d^pot international 
ou apres cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priority ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison specials (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation oral©, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P" document pub lie avant la date de depdt international, mais 
posterieurement a la date de prior it© revendiquee 



'T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a l'6tat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre considered comme nouvelle ou comme impliquant une activity 
inventive par rapport au document consid6re isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre considered comme impliquant une activity inventive 
lorsque le document est associd a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison 6tant ^vidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a 6te eff ectivement achevee 

20 mai 1999 


Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 

31/05/1999 


Nom et adresse postals de ('administration chargee de la recherche internationale 
Office Europe en des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31 -70) 340-3016 


Fonctionnaire autoris^ . 

Henry, J 



Formulaire PCT/IS A/210 (deux&me feuille) (juiilet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COlvrME PERTINENTS 



D ema nde Internationale No 

^^FR_?_£^Z£!L 



Categorie 



Identification des documents cites, avec,le cas echeant, I'indicationdes passages pertinents 



no. des revendications visdes 



EP 0 394 111 A (CENTRE NATIONAL DE LA 
RECHERCHE SCIENTIFIQUE ) 24 octobre 1990 
cite dans la demande 
voir le document en entier 

WO 93 05162 A (THE UNIVERSITY OF 
TENNESSEE RESEARCH CORPORATION) 
18 mars 1993 
voir revendications 



1-28 



W 



1-28 Qo^ 



Formulaire PCT/IS A/210 {suite de la deuxidme feuiile) (juillet 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



fnfg 



hon on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



International Application No 

jB^FR 99/00740 



Patent family 
member(s) 




Publication 
date 



WO 9718185 



22-05-1997 



FR 
AU 
CA 
CZ 
EP 
NO 



2741 
7576896 
2235721 
9801473 
0861228 
981944 



^ 16-05-1997 
/ 05-06-1997 
^4^05-1997 
'12^0*8-1398 

02-09-T998y^ 
29-04-199^MO 



W0 9731935 



04-09-1997 



FR 
FR 
AU 
CZ 
EP 
NO 



2745569 
2751972 
1930497 
9802772 
0888379 
983691 



WO 9617823 



13-06-1996 



FR 
AU 
BR 
CA 
CZ 
EP 
FI 
HU 
JP 
NO 
SK 
ZA 



2727679 
4307296 
9510080 
2208184 
9701711 
0796240 
972366 
77171 
10509958 
972566 
70197 
9510326 



W0 9518863 



13-07-1995 



FR 
AU 
CA 
EP 
FI 
JP 
NO 
US 
ZA 



2714830 
1458395 
2180872 
0738328 

962799 
9508100 

962791 
5846947 
9500137 



EP 0394111 



24-10-1990 



FR 
AT 
CA 
DE 
DE 
DK 
ES 
FR 
GR 
IL 
JP 
JP 
US 
US 
US 



2645866 
154035 
2014518 
69030839 
69030839 
394111 
2104593 
2646161 
3023691 
94077 
2292246 
2716565 B 
5476962 A 
5616745 
5171678 



A 
T 
A 
D 
T 
T 
T 
A 
T 
A 
A 



A 
A 



WO 9305162 



18-03-1993 



US 
AU 
AU 
CA 
EP 



5283185 A 
665029 B 
2656592 
2116676 
0663013 



A 
A 
A 



V 



05- 09-1997 

06- 02-1998 
16-09-1997 
16-12-1998 

07- 01-1999 
12-08-1998 



07-06- 
26-06- 
30-12- 
13-06- 
18-03- 
24-09- 

04- 06- 
02-03- 
29-09- 

05- 06- 
05-11- 
11-06- 



1996 
1996 
1997 
1996 
1998 
1997 
1997 
1998 
1998 
1997 
1997 
1996 



13-07- 

01- 08- 
13-07- 
23-10- 
09-07- 
19-08- 

02- 07- 

08- 12- 

09- 09- 



1995 
1995 
1995 
1996 
1996 
1997 
1996 
1998 
1995 



19- 10- 

15- 06- 

17- 10- 
10-07- 

20- 11- 
08-09- 

16- 10- 
26-10- 
30-09- 
29-12- 
03-12- 

18- 02- 

19- 12- 
01-04- 
15-12- 



1990 
1997 
1990 
1997 
1997 
1997 
1997 
1990 
1997 
1994 
1990 
1998 
1995 
1997 
1992 



01-02-1994 
14-12-1995 
05-04-1993 

18- 03-1993 

19- 07-1995 



Form PCT/lSA/210 (patent family annex) (July 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

|ipn on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



International Application No 

_^J^FR 99/00740 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 9305162 



JP 
SG 



7500963 T 
50630 A 



02-02-1995 
20-07-1998 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



page 2 of 2 



*ATENT COOPERATION TREAll 

PCT 



<^C^ ^io^ ^ INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINA^T&^i REPORT 

<f%^ (PCT Article 36 md Rule 70) 



0 



Applicant's or agent's file reference 
ST98009 


Fni* pti irthitd A rTin\r See Notification of Transmittal of Qtesnational 
FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PC T/M&pS) 


International application No. 

PCT/FR99/00740 


International filing date (day/month/year) 
30 March 1999 (30.03.99) 


Priority date (day/month/year) 

02 April 1998 (02.04.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C07D 233/48 


Applicant 


AVENTIS PHARMA S.A. 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability* 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



II 


□ 


III 


IE1 


IV 


□ 


V 


IE1 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

19 October 1999 (19.10.99) 



Date of completion of this report 

30 June 2000 (30.06.2000) 



Name and mailing address of the IPEA/EP 



Facsimile No. 



Authorized officer 



Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



onal application No. 

PCT/FR99/00740 



I. Basis of the report 



2: 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been famished to the receiving OffiS^Uesponse to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do notQdtain amendments.): 



[ | the international application as originally filed. 

the description, pages 1-25,27-53 ( ^ originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages 26 f f lled with me letter of 

pages . filed with the letter of 



28 January 2000 (28.01 .2000^ 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-28 



. , as originally filed, 
, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



2/10-10/10 



1/10 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



28 January 2000 (28.01.2000) 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

the claims, Nos. 

the drawings, sheets/fig 



3. rn This ^P 011 has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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III. Non-establishment f pint n with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



^Ub — 

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or Xo\f4&£ 
industrially applicable have not been examined in respect of: ^ 0^4 



the entire international application. 
[X] claims Nos. 26-28 



because: 



the said international application, or the said claims Nos. 26-28 

relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify); 

See separate sheet. 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfufopinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

| | no international search report has been established for said claims Nos. 
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Supplemental Box 
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3> 



Continuation of: 1 1 1 



SECTION III 



The PCT member States PCT do not have a single criterion 
for determining whether Claims 26-28 are industrially 
applicable- Patentability may also depend on the 
formulation of the claims. The European Patent Office, 
for example, does not recognize as industrially applicable 
the subject matter of claims to the use of a compound in 
a medical treatment. It does, however, allow claims to 
the first use of a known compound in a medical treatment 
or to the use of such a compound in the manufacture of a 
drug for a new medical treatment-. 

This Authority considers that the subject matter of 
Claims 26-28 is covered by the provisions of PCT Rule 
67.1(iv). No opinion will therefore be given with regard 
to the industrial applicability of the claims (PCT Article 
34 (4) (a) (i) ) . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial appficahility; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-28 



YES CI 



Q<>i 



1-8, 9-28 



1-25 



NO 

YES 

NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 



Reference is made to the following documents: 

Dl: WO 97 18185 A ( RHONE- POULENC RORER S.A.) 22 May 

1997cited in the application 

D2: WO 97 31935 A (CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 
SCIENTIFIQUE) 4 September 1997 

D3: WO 96 17823 A (RHONE POULENC RORER SA) 13 June 1996 
D4 : WO 95 18863 A (RHONE POULENC RORER SA) 13 July 1995 
D5: EP-A-0394 111 (CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 
SCIENTIFIQUE) 24 October 1990 cited in the application 
D6: WO 93 05162 A (THE UNIVERSITY OF TENNESSEE RESEARCH 
CORPORATION) 18 March 1993 



1). The object of these claims is novel in relation to 
documents D1-D6 by virtue of the compounds claimed being 
of CA group with a cyclic structure ( cycloamidine ) - PCT 
Article 33 (2) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



THIS PAGE BLANK iuspto) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Tnter^j^ial application No. 
PCT/FR 99/00740 



Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



X. 



Continuation of: V 



2) . The technical problem posed is to make available 
useful novel compounds for in vitro or in vivo nucleic 
acid transfection in cells. 

The closest prior art is found in Dl, in which 
lypopolyamines are disclosed as transfection agents. 
The claimed compound (1) differs from lipid B, 
structurally the closest compound, only by the presence 
of an imino grouping (-ONH) -) joining the two amino 
groupings . 



In view of this structural difference between the two 
compounds claimed and those in prior art disclosed in Dl, 
it is considered that the problem has been solved in a 
way that is non-obvious, as a person skilled in the art 
could not have anticipated that the claimed compounds 
would retain the properties of transfection of nucleic 
acids into cells, in vitro and in vivo. 

Indeed even slight changes in the structure of cationic 
lipids can have a significant impact on their 
effectiveness as transferring agents. Moreover the 
relationship between the structure and the activity of 
this type of compound has not been established, making 
the effect of even a minor structural modification 
unpredictable. It is not, therefore, possible to predict 
whether the penetration of the nucleic acids into the 
cell nucleus and their expression would be affected or 
not, given that there are many biological barriers to be 
overcome between injection and gene expression. 

The claimed compounds which have or which are capable of 
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Continuation of:V 



effectively having these transfection properties may 
therefore be recognised as having inventive step. 
In view of the properties shown in examples 9 to 12 of 
the description, inventive step may therefore be 
recognised in respect of compounds (1), (5) and (6) and 
for their obvious equivalents. 



V. 



However the scope of Claim 1 seems to be much wider than 
generalisation from the typical examples given in the 
description allows, taking into account the specific 
character of the technical problem to be solved. 

As mentioned earlier, even a minor structural 
modification to a molecule makes its uncertain that it 
will be able to transfect. 

It is recalled that only those derivatives which are 
solutions to the technical problem underlying the 
application can be recognised as an inventive step, in 
other words that the effect on the basis of which 
inventive step is recognised must extend to the entirety 
of the area claimed - see T932/92, OJ EPO 6/1996, page 
309) . 

In this case. In view of the breadth of Claim 1, it is 
not credible that virtually all the compounds covered by 
Claim 1 should possess such transfection properties, as 
the claim covers compounds which cannot be considered 
obvious equivalents of the examples given in the 
description . 



It is not, therefore, possible to recognise the entirety 
of the object of Claims 1 to 8 and 9-28 as making an 
inventive step ( PCT Article 33(3)). 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims arettiHY^ 
supported by the description, are made: 0£ ^ 

The term " steroid derivative" used in Claim 1 is vague and 
ambiguous, and the significance of the technical feature 
to which it refers remains uncertain. The object of said 
claim is therefore not clearly defined (PCT Article 6) . 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



TRAITE C OOPERATION EN MATIE 

PCT 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL^ 




(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du cteposant ou du 

mandataire 

ST98009 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/1PEA/416) 


Demands intemationale n° 
PCT/FR99/00740 


Date du depot international (jour/mois/annde) 
30/03/1999 


Date de priority (jour/mois/ann6e) 
02/04/1998 


Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C07D233/48 


Ddposant 

AVENTIS PHARMA et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'admintstaration chargee de I'examen preliminaire 
international, esttransmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 6 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

H II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revindications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 2 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I 




Base du rapport 


II 


□ 


Priorite 


III 




Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, Pactivite inventive et la possibilite 
d'application industrielle 


IV 


□ 


Absence d'unite de ('invention 


V 




Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 


VI 


□ 


Certains documents cites 


VII 


□ 


Irregularites dans la demande Internationale 


VIII 




Observations relatives a la demande intemationale 





Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

19/10/1999 


Date d'achevement du present rapport 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
i'examen preliminaire international: 

^ Office europeen des brevets 
/jjj) D-80298 Munich 

&' T6L +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise 
Schmid, J-C 

N° de telephone +49 89 2399 8347 
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RAPPORT DEXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationaf^^PC T/FR99/00740 



I. Bas du rapport 



1 . Ce rapport a 6te redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remisesTf^ 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conform6ment a ('article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne conftennent 
pas de modifications.) : 



Description, pages: 

1-25,27-53 
26 



version initials 
re$ue(s) le 



01/02/2000 avec la lettre du 



28/01/2000 



Revendications, N°: 

1-28 version initiale 



Dessins, feuilles: 

2/10-10/10 
1/10 



version initiale 
regue(s) le 



01/02/2000 avec la lettre du 



28/01/2000 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de Texpose de Tinvention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant : 



III. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibility d application 
industriell 

La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee s mble etre nouveau, impliquer une activite 
inventive (ne pas *tre evident) ou etre susceptible d'application industriell n'a pas ete examine pour 
c qui concern : 
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Demande intemationale n° PCT 




□ I'ensemble de la demande intemationale. 
K les revendications n os 26-28. 



*3 



parce que : 

H la demande intemationale, ou les revendications n os 26-28 en question, se rapportent a I'objet suivant, a 
regard duquel I'administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un 
examen preliminaire international (precise!) : 

voir feuille separee 

□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquerles elements ci-dessous), ou les revendications 
n os en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(precise!) : 



□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne se fondent pas de fa$on adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os en question. 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, lactivite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1 -28 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui : Revendications 9 

Non : Revendications 1-8, 9-28 

Possibility d'application industrielle Oui: Revendications 1-25 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont fait s au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et d la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

v irf uiil separee 
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SECTION III 



II n'existe pas de critere unifie dans les Etats parties au PCT pour determiner si 
les revendications 26-28 sont susceptibles duplication industrielle. La 
brevetabilite peut aussi dependre de la maniere dont les revendications ont ete 
formulees. Ainsi, I'Office europeen des brevets ne considere pas comme 
susceptible duplication industrielle I'objet de revendications d'utilisation d'un 
compose a des fins medicales. Par contre, peuvent etre acceptees des 
revendications relatives a un compose connu, pour une premiere utilisation a des 
fins medicales ainsi que des revendications relatives a I'utilisation d'un tel 
compose dans la fabrication d'un medicament en vue d'un nouveau traitement 
medical. 

La presente Administration considere que I'objet des revendications 26-28 est 
vise par les dispositions de la regie 67.1 (iv) PCT. C'est pourquoi il ne sera pas 
emis d'opinion quant a la question de savoir si I'objet de ces revendications est 
susceptible duplication industrielle (Article 34(4) a) i) PCT). 



SECTION V 



II est fait reference aux documents suivants: 

D1: WO 97 18185 A (RHONE-POULENC RORER S.A.) 22 mai 1997 cite dans la 
demande 

D2: WO 97 31935 A (CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUE) 4 septembre 1997 
D3: WO 96 17823 A (RHONE POULENC RORER SA) 13 juin 1996 
D4: WO 95 18863 A (RHONE POULENC RORER SA) 13 juillet 1995 
D5: EP-A-0 394 1 1 1 (CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE 

SCIENTIFIQUE) 24 octobre 1990 cite dans la demande 
D6: WO 93 05162 A (THE UNIVERSITY OF TENNESSEE RESEARCH 

CORPORATION) 18 mars 1993 

1). L'objet des presentes revendications est nouveau par rapport aux documents D1- 
D6 en raison du groupement CA des composes revendiques qui possede une 
structure cyclique (cycloamidine) -Article 33(2) PCT. 
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^% 

2). Le probleme technique a resoudre est vu en la mise a disposition de nouveaux ^Qfr 
composes utiles pour la transfection d' acides nucleiques in vitro ou in vivo dans ^ 
des cellules. 

L'art anterieur le plus proche est vu en D1 qui divulgue des lipopolyamines 
comme agents de transfection. 

Le compose (1) revendique se differencie du lipide B, qui peut etre considere 
comme etant le compose structurellement le plus proche, que par la presence 
d'un groupement imino (-C(=NH)-) joignant deux groupements amino entre eux. 

Au vu de cette difference structural entre les composes revendiques et ceux de 
Tart anterieur divulgues dans D1, il est considere que le probleme a ete resolu de 
fagon non evidente car I'homme de metier ne pouvait s*attendre a la retention des 
proprietes de transfection d' acides nucleiques in vitro ou in vivo dans des cellules 
pour les composes revendiques. 

En effet, des changements meme legers dans la structure des lipides cationiques 
peuvent influencer de fagon importante leur efficacite en tant qu'agent de 
transfert. En outre, il n'existe pas de relation entre la structure et I'activite de ce 
type de compose n'est pas etabli rendant imprevisible Pimpact d'une modification 
meme mineure de structure. II n'est done pas possible de prevoir si la penetration 
dans le noyau des cellules des acides nucleiques et leur expression serait ou non 
atteint , du fait de Pexistence de nombreuses barrieres biologiques entre Pinjection 
et Pexpression genetique qui doivent etre surmontees. 

Une activite inventive peut done etre reconnu aux composes revendiques qui 
possedent ou qui sont succeptibles de posseder effectivement ces proprietes pour 
la transfection. 

Au vu des proprietes montrees dans les exemples 9 a 12 de la description, une 
activite inventive peut done etre reconnue pour les composes (1), (5) et (6) et 
pour leur equivalents evidents. 

La portee de la revendication 1 semble cependant etre beaucoup plus large que 
ne le permet une generalisation a partir des exemples representatifs donnes dans 
la description en tenant compte de la specif icite du probleme t chnique a 
resoudre. 

Comme mentionne plus haut, une modification structurale meme mineure dans 
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une molecule rend incertain son pouvoir de tranfection. 

II est rappele qu'une activite inventive ne peut etre reconnue qu'aux derives qui ^Qo> 
sont solutions au probleme technique sous-jacent a la demande, c'est a dire que ^ 
I'effet sur lequel repose la reconnaissance de I'activite inventive doit pouvoir 
s'exprimer sur I'ensemble du domaine revendique -voir T932/92, OEB JO 6/1996, 
page 309). 

Dans le cas present, en raison de la largeur de la revendication 1 , il n'est pas 
credible que pratiauement tous les composes englobes par la revendication 1 
aient ces proprietes de transfection car la revendication englobe des composes 
qui ne peuvent pas etre consideres comme des equivalents evidents des 
exemples donnes dans la description. 

Par consequent, il n'est pas possible de reconnaTtre une activite inventive pour 
I'ensemble de I'objet des revendications 1 a 8 et 9-28 (Article 33(3) PCT). 



SECTION VIII 

Le terme "derive de steroide" utilise dans la revendication 1 est vague et 
equivoque, et laisse un doute quant a la signification de la caracteristique 
technique a laquelle il se refere. L'objet de ladite revendication n ( est done pas 
clairement defini (Article 6 PCT). 



Formutaire PCT/FeuiHe s6par6e/409 (feuille 3) (OEB-avril 1997) 



THIS PAGE BLANK (uspto) 



-02-2000 p R 009900740 



• • • • N^VN^ • • • • • • 

• * • • • • " • *4b£* • • * • 

pour preparer les composes de formule generate (I). Bien entendu, il est a la portee de &\ 
Thornme du metier de s'inspirer de ces protocoles et/ou produits intermediaires pour 
mettre au point des porcedures analogues en vue de conduire a d'autres composes de 
formule generate (I) selon 1'invention. 



5 FIGURES 

Figure 1 : Structure des vecteurs synthetiques denomme lipide A, lipide B et lipide C 
dans la presente invention et decrits dans la demande de brevet WO 97/18185 
incorporee a la presente par reference. 

Figure 2 : Representation schematique du plasmide pXL2774. 

10 Figures 3 : Diagramme de phase des complexes nucleolipidiques compose (D/ADN. 
La liaison du compose (1) a TADN a ete determinee en suivant la diminution de la 
fluorescence (en %, 100% etant la fluorescence de l'ADN nu) du bromure d'ethidiiun 
(EtBr) (symbole #, ligne pleine), comme decrit selon Taxe y shue a droite. La taille 
des particules de complexes (en nm) est indiquee sur Taxe y situe a gauche. L'axe x 

15 represente le rapport de charge agents de transfert/ADN. La taille des complexes 
nucleolipidiques sans co-lipide est represente par le symbole ■ en ligne pleine. La 
taille des complexes nucleolipidiques contenant 25% de cholesterol est represente 
par le symbole □ en ligne discontinue. La taille des complexes nucleolipidiques 
contenant 40% de DOPE est represente par le symbole ♦ en ligne discontinue. La 

20 methode ne permet pas de determiner la taille des particules au dela de 3 (jjti. 

Figure 4 : Activite de transfert de gene in vitro dans des cellules HeLa des complexes 
nucleolipidiques contenant le compose (1) selon la presente invention sans co-lipide ( 
barre du milieu en gris fonce), avec 25% de cholesterol (barre de gauche en gris 
moyen), et avec 40% molaire de DOPE (barre de doite en gris clair), 
25 comparativement a TADN nu. Seuls les complexes nucleolipidiques dans lesquels 
l'ADN est completement sature en compose selon 1'invention et dont la taille est 
comprise entre 100 nm et 300 nm ont ete utilises. 



FEUILLE MODIFI E 



01-02-2000 



FR 009900740 



• • • • ■ • 



1/10 
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(57) Abstract 

The invention concerns novel compounds useful as agents for transferring nucleic acids into cells. Said novel compounds are more 
particularly related to the lipopolyamine family, and comprise at least a cyclic amidine function. They are useful for transfecting nucleic 
acids of interest into different cell types, in vitro as well as in vivo or ex vivo. 



(57) Abrege* 

La pr6sente invention conceme de nouveaux composers utiles comme agents de transfert d'acides nucl6iques dans les cellules. Ces 
nouveaux composes sont plus particulierement apparente's a la famile des lipopolyamines, et component au moins une fonction amidine 
cyclique. lis sont utiles pour la transfection des acides nucl6iques d'interet dans differents types cellulaires, aussi bien in vitro que in vivo 
ou ex vivo. 
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NOUVEAUX AGENTS DE TRANSFERT D'ACIDES NUCLEIOUESf - - 
COMPOSITIONS LES CONTENANT ET LEUR S APPLICATIONS 

La presente invention concerne de nouveaux composes utiles comme agents 
de transfert d'acides nucleiques dans les cellules. Ces nouveaux composes sont plus 
5 particulierement apparentes a la famille des lipopolyamines, et component au moms 
une fonction amidine cyclique. lis sont utiles pour la transfection des acides 
nucleiques dans differents types cellulaires, aussi bien in vitro que ex vivo ou in vivo. 

Avec le developpement des biotechnologies, la possibility de transferer 
efficacement des acides nucleiques dans les cellules est devenue une necessite. II peut 

10 s'agir du transfert d'acides nucleiques dans des cellules in vitro, par exemple pour la 
production de proteines recombinantes, ou au laboratoire, pour l'etude de la regulation 
de l'expression de genes, le clonage de genes, ou toute autre manipulation impliquant 
l'ADN. II peut egalement s'agir du transfert d'acides nucleiques dans des cellules in 
vivo, par exemple pour la creation d'animaux transgeniques, la realisation de vaccins, 

15 des etudes de marquage ou egalement des approches therapeutiques. II peut encore 
s'agir du transfert d'acides nucleiques dans des cellules ex vivo, dans des approches de 
greffes de moelle osseuse, d'immunotherapie ou d'autres methodes impliquant le 
transfert de genes dans des cellules prelevees d'un organisme, en vue de leur 
readministration ulterieure. 

20 Differents types de vecteurs synthetiques ont ete developpes pour ameliorer le 

transfert des acides nucleiques dans les cellules. Parmi ces vecteurs, les lipides 
cationiques possedent des proprietes interessantes. Ces vecteurs sont consumes d'une 
partie polaire, cationique, interagissant avec les acides nucleiques, et d'une partie 
lipidique, hydrophobe, favorisant la penetration cellulaire. Des exemples particulars 

25 de lipides cationiques sont notamment les lipides monocationiques (DOTMA : 
Lipofectin®), certains detergents cationiques (DDAB), les lipopolyamines et en 
particulier la dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) ou la 5-carboxyspermylamide 
de la palmitoylphosphatidylethanolamine (DPPES), dont la preparation a ete decrite 
par exemple dans la demande de brevet EP 394 111. Une autre famille de 
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lipopolyamines est representee par les composes tels que decrits dans la demande de 
brevet WO 97/18185 incorporee a la presente par reference, et sont illustres a la figure 
1. 

Mais jusqu'a present, les injections dans les tissus, et notamment les muscles, 
5 etaient souvent faites avec de l'ADN non-formule afin de faciliter son entree dans les 
cellules, l'association a des vecteurs synthetiques conduisant a des complexes de taille 
trop importante pour etre incorpores dans les cellules. 

Cest un des principaux problemes que la presente invention se propose de 
resoudre. En effet, les composes selon l'invention possedent Tavantage inattendu de 

10 presenter un niveau de transfection in vivo dans le muscle au moins equivalent a celui 
obtenu avec l'ADN non-formule et en tout etat de cause un tres bon niveau de 
transfection dans les autres tissus. ^association avec un compose selon l'invention 
protege l'ADN des degradations par les nucleases et/ou des deteriorations au cours de 
la lyophilisation, ce qui contribue a ameliorer significativement la stabihte des 

15 formulations nucleolipidiques. De plus, une telle association permet une liberation 
controlee lente des acides nucleiques. 

Par ailleurs, les composes selon la presente invention appartiennent a la famille 
des lipides cationiques et portent une region cationique originale qui confere aux dits 
composes des proprietes ameliorees, notamment une cytotoxicity reduite par rapport 
20 aux vecteurs cationiques de Tart anterieur. Cette partie cationique est en effet plus 
precisement representee par une ou plusieurs polyamine particuliere(s), portant une ou 
plusieurs fonctions amidine cycliques qui ont tres probablement pour effet de 
« delocaliser » les charges positives, rendant le compose globalement moins 
cationique, avec les effets benefiques qui en decoulent su le plan de la toxicite. 

25 Ainsi, un premier objet de l'invention concerne de nouveaux composes sous 

forme D, L, ou DL, de formule generale (I) : 



pour laquelle 



CA Rep R (I) 





■R 



(II) 



pour laquelle : 

5 • m, et n sont des entiers independants Tun de Tautre compris entre 0 et 3 inclus et tels 
que m+n est superieur ou egal a 1 , 

• Ri represente un groupement de formule generale (III) : 



pour laquelle p et q sont des entiers independants 1'un de l'autre compris entre 0 et 10 
10 inclus, Y represente un groupement carbonyle, amino, methylamino, ou bien 
methylene, Y pouvant avoir des significations differentes au sein des differents 
groupements [(CH 2 ) P -Y], et (*) represente soit un atome d'hydrogene, soit est le lieu 
de liaison au groupement Rep, 

etant entendu que Ri peut etre lie a n'importe quel atome de la formule generale (II), y 
15 compris Z, et qu'il y a un unique groupe Ri dans la formule (II), 

• X represente un groupement NR 2 ou bien CHR 2 , R 2 etant soit un atome d'hydrogene 
soit la liaison au groupe Ri tel que defini precedemment, 

Z 




(III) 



• Le groupement 




represente : 



4 



4 



* 1 CT cas : un groupement de formule generale (IV) 
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NH 



R"N 




(IV) 



pour laquelle W* represente CHR ,M ou bien NR m , et R" et R ,H representent 
independemment Tun de 1'autre un atome d'hydrogene, un methyle, ou la liaison au 
groupe Ri tel que defini precedemment, ou bien 

5 * 2°™° cas : u n groupement de formule general e (V) : 



pour laquelle W represente CHR ,H ou bien NR ,H , et R et R H ' representent 
independemment Tun de Tautre un atome d'hydrogene, un methyle, ou la liaison au 
groupe Ri tel que defini precedemment, 



dont 1'atome d'azote est rattache aux atomes X, V, W, ou Z ou au substituant Y du 
groupe Ri selon les cas, et 

• t est un entier compris entre 0 et 8 inclus, 

15 • r est un entier compris entre 0 et 10 inclus, r pouvant avoir des significations 
differentes au sein des differents groupements -NRr(CH) r -, 



NHR' 




Q> Rep est absent ou est un repartiteur de formule generale (VI) : 




• R 3 , qui peut avoir des significations differentes au sein des differents groupements 
NR4-(CH) r R 3 , represente un atome d'hydrogene, un groupement methyle, ou un 
groupement de formule generale (VII) : 
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4<CH 2)r — N-]-H (VII) ^<%^ 

pour laquelle u est un entier compris entre 1 et 10 inclus, s est un entier compris entre 
2 et 8 inclus pouvant avoir des significations differentes au sein des differents 
groupements -(CH 2 ) S -NR 5 , et R 5 est un atome d'hydrogene, un groupement CA tel que 
5 definis precedemment etant entendu que les groupements CA sont independants les 
uns des autres et peuvent etre differents, ou bien un groupement de formule generale 
(VII) etant entendu que les groupements de formule generale (VII) sont independants 
les uns des autres et peuvent avoir des significations differentes, 

* R4 est defini de la meme fa?on que R 3 ou bien represente un groupement CA tel que 
10 defini precedemment etant entendu que les groupements CA sont independants les uns 

des autres et peuvent etre differents, et 

G> R est lie a la fonction carbonyle du groupement Rep de formule generale 
(VI), ou bien si Rep est absent R est lie directement au groupement CA, et represente : 

* soit un groupement de formule NR6R7 pour laquelle R$ et R7 represented 
15 independamment Tun de Tautre un atome d'hydrogene ou un radical aliphatique sature 

ou non, lineaire ou ramifiee, eventuellement fluore, contenant 1 a 22 atomes de 
carbone, avec Tun au moins des deux substituants R<> ou R 7 different de Thydrogene et 
1'autre contenant entre 10 et 22 atomes de carbone, 

* soit un derive de stero'fde, 

20 * soit un groupement de formule generale (VIII) : 

-{NH (CH 2 ) x -k~Q (VIII) 

pour laquelle x est un entier compris entre 1 et 8 inclus, y est un entier compris entre 1 
et 10 inclus, et soit Q represente un groupement C(0)NR<>R7 pour lequel R* et R 7 sont 



WO 99/51581 



PCT/FR99/00740 



6 



ctefinis comme precedemment, soit Q represente un groupement C(0)R$ pour lequel 
Rs represente un groupement de formule (IX) : 



pour laquelle z est un entier compris entre 2 et 8 inclus, et R 9 est un radical aliphatique 
5 sature ou non , event uellement fluore, contenant 8 a 22 atomes de carbone, ou un 
derive de steroide, et les deux substituants Re sont, independamment Tun de F autre, 
definis comme precedemment, 

ou bien R« represente un groupement -0-R 9 pour lequel R 9 est defini comme ci-dessus. 



10 d'une part et au groupement Rep d'autre part par Fintermediaire de Y. 

Avantageusement, le groupement cycloamidine CA de formule (II) comporte 
5, 6 S 7 ou 8 chainons. 

Par ailleurs, dans une autre variante de l'invention, Rep est un repartiteur a 1, 
2, ou 3 « bras ». On peut par exemple citer les repartiteurs suivants : 




(IX) 



O 



Selon une variante de l'invention, le groupement Ri est lie soit a Z soit a V 
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Selon une seconde variante de l'invention, R 3 represente un atome d'hydrogene 
ou un methyle et R* est tel que defini precedemment, ou bien R 3 et R4 present dans la 
formule (VI) representent des atomes d'hydrogene, ou bien R4 est un atome 
5 d'hydrogene et R 3 est un groupement de formule (VII) dans laquelle R5 represente un 
groupement CA 

Preferentiellement, dans la formule (V), p et q sont choisis independamment 
Tun de l'autre parmi 2, 3 ou 4. 

De maniere generale, le groupement R contient au moins un segment 
10 hydrophobe. On entend au sens de l'invention par « segment hydrophobe » tout 
groupement de type lipidique, favorisant la penetration cellulaire. En particulier, le 
groupement R contient au moins une chaine aliphatique ou au moins un derive de 
steroide. 

Selon une variante preferee, le groupement R represente un groupement de 
15 formule NReR?, R* et R7 etant definis comme precedemment, ou bien represente un 
groupement de formule generale (VIII) dans laquelle Q represente un groupement 
C(0)NR6R7, R$ et R 7 etant definis comme precedemment. 

Preferentiellement, R$ et/ou R 7 representent independamennt Tun de Tautre 
une chaine aliphatique lineaire saturee ou insaturee contenant 10 a 22 atomes de 
20 carbone, de preference en 12, 14, 16, 17, 18, ou 19 atomes de carbone. II s'agit par 
exemple des groupements (CH 2 )nCH 3 , (CH 2 ) 13 CH 3 , (CH 2 )i 5 CH 3 , (CH 2 )i 7 CH 3 , oleyl 
etc... 

Dans un mode particulier de mise en oeuvre, les groupes Re et R7 sont 
identiques ou differents et representent chacun une chaine aliphatique saturee ou non, 
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lineaire ou ramifiee, eventuellement fluoree, contenant 10 a 22 atomes de carbone, 
telle que definie au paragraphe precedent. 

Lorsque R represente un derive de steroide, celui-ci est avantageusement choisi 
parmi le cholesterol, le cholestanol, le 3-a-5-cyclo-5-a-cholestan-6-P-ol, l'acide 
5 cholique, le cholesterylformiate, le chotestanylformiate, le 3a,5-cyclo-5a-cholestan- 
6f3-yl formiate, la cholesterylamine, la 6-(l,5-dimethylhexyl)-3a,5a-dimethyl- 
hexadecahydrocyclopenta[a]cyclopropa[2 > 3]cyclopenta[l,2-f]naphta-len-10-ylamine, 
ou la cholestanylamine. 



10 forme de sels non toxiques et pharmaceutiquement acceptables. Ces sels non toxiques 
comprennent les sels avec les acides mineraux (acides chlorhydrique, sulfiirique, 
bromhydrique, phosphorique, nitrique) ou avec les acides organiques (acides acetique, 
propionique, succinique, maleique, hydroxymaleique, benzoique, fiimarique, 
methanesulfonique ou oxalique) ou avec les bases minerales (soude, potasse, lithine, 

15 chaux) ou encore avec les bases organiques (amines tertiaires comme la triethylamine, 
la piperidine, la benzylamine). 

A titre d'exemple illustrant des composes preferes selon Tinvention, on peut 
citer les composes de formules suivantes : 



Ces nouveaux composes de formule generale (I) peuvent se presenter sous 




a 




HN, 



Compose (1) 

N-dioctadecylcarbamoylmethyl-2-{3-[4-(2-imino-tetrahydro-pyrimidin- 
1 -yl)-butylamino]propylamino } -acetamide 
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compose (2) 



N-ditetradecylcarbamoylmethyl-2-{3-[4-(2-imino-tetrahydro-py 
l-yl)-butylamino]propylamino}-acetamide 



/ H H H H k 

1 — N 




Compose (3) 

2-(3- { 4-[3 -(4, 5-dihydro- 1 H-imidazoI-2-ylarnino)-propylamino]-butyIamino } - 
N-ditetradecylcarbamoylmethyl-acetamide 





Compose (4) 

2-(3-{bis-[3-(4,5-dihydro-lH-imidazol-2-ylamino)-propyl]-amino} 
-propylamino)-N-ditetradecylcarbamoyImethyl-acetamide. 




Compose (5) 

N-ditetradecyicarbamoylrnethyI-2-{3-[3-(l,4,5,6-tetrahydropyrimidin 
-2-ylamino)-propylamino]propylamino}-acetamide 
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Compose (6) 

N-dioctadecylcarbamoylmethyl^ 

-2-ylamino)-propylamino]propylamino}-acetamide 

Les composes de I'invention peuvent etre prepares de differentes fagons. Selon 
une premiere methode, les composes de I'invention peuvent etre obtenu par synthese 
des lipopolyamines analogues (c'est-a-dire la merne structure mais sans groupement 
cycloamidine), la cyclisation en groupements cycloamidine etant efFectuee dans un 
second temps. Les lipopolyamines analogues peuvent etre obtenues par toute methode 
connue de Thomme du metier, et notamment selon les methodes decrites dans la 
demande WO 97/18185 ou par des methodes analogues. La cyclisation des tetes 
amidine peut par exemple etre efFectuee par reaction entre une et/ou plusieurs amines 
primaires de la lipopolyamine et des reactifs tels que l'hydrogenosulfate d'O- 
methylisouree sulfate [J. Med. Chem., 1995, 38(16), pp. 3053-3061] ou le semisulfate 
de S-methylisothiouree [Int. J. Pept. Prot. Res., 1992, 40, pp. 119-126]. De 
preference, on opere en milieu aqueux en presence d'une base a chaud [J. Med. 
Chem., 1985 , pp. 694-698 et J. Med. Chem., 1996, pp. 669-672]. A titre de solvant 
prefere, on peut citer les melanges eau/alcool ou le dimethylformamide. A titre de 
base, on peut utiliser la triethylamine, la N-ethyldiisopropylamine, la soude, la potasse 
etc... La temperature est comprise de preference entre 40°C et 60°C, et encore plus 
preferentiellement, la reaction est mise en oeuvre a 50°C. 

Une autre methode consiste a efFectuer une synthese de briques portant la 
20 fonction cycloamidine qui sont ensuite grefFee(s) sur des lipides equipes de 
repartiteurs. Cette methode presente Tavantage d'acceder a un nombre important de 
produits. Au sens de Tinvention, on entend par « briques » tout segment fonctionnel de 
la molecule. Par exemple, le groupement cycloamidine CA tel que defini dans la 
formule generale (II), Rep ou encore R constituent des briques distinctes les une des 
25 autres au sens de Tinvention. 
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A titre d'exemple, on peut par exemple proceder de la fae^ljsSuyante : 

1) Synthese de la brique R : ^ 

a) Lorsque R represente -NR*R 7 , soit il est disponible commercialement, soit ilQfi^ 
etre synthetise selon Tune des methodes suivantes : 

5 • par reduction alkylative entre une amine portant le groupe R<j et un aldehyde portant 
le groupe R 7 . On opere de preference dans un solvant chlore (par exemple le 
dichloromethane, le chloroforme, le dichloro-l,2-ethane etc... [J. Org. Chem., 1996, 
pp. 3849-3862]) ou dans tout autre solvant organique compatible avec la reaction (par 
exemple du tetrahydrofliranne), en presence de triacetoxyborohydrure de sodium, 
10 cyanoborohydrure de sodium ou ses derives (par exemple le cyanoborohydrure de 
lithium) [J.Am. Chem. Soc, 1971, pp. 2897-2904] et d'acide acetique. 

• ou bien par substitution d ! un groupe partant porte par R^, par une amine portant le 
groupe R 7 . A titre d'exemple de groupe partant, on peut citer les atomes d'halogene 
(Br, CI, I) ou les substituants tosyl, mesyl, etc... On opere de preference en presence 

15 d'un reactif basique, par exemple du carbonate de sodium, de la potasse, de la soude 
de la triethylamine etc., dans un alcool (par exemple Pethanol) au reflux [J. Am. 
Chem. Soc, 1996, pp. 8524-8530] 

• ou bien par couplage entre un acide gras (ou ses derives comme les chlorures d'acide 
gras par exemple ) et une amine grasse. L'amide obtenu est alors reduit par un hydrure, 

20 par exemple P hydrure de lithium aluminium ou tout autre hydrure connu de 1'homme 
du metier, dans un ether (par exemple le tetrahydrofliranne (THF), le /- 
butylmethylether (TBME), le dimethoxyethane (DME), etc.). 

b) Lorsque R represente un groupement de formule generale (VIII), on effectue le 
couplage peptidique entre le groupement Q et H-[NH-(CH 2 ) x ] y COOH. Le couplage 

25 peptidique est effectue selon les methodes classiques connues de 1'homme du metier 

(Bodanski M., Principles and Practices of peptide Synthesis, Ed. Springe- Verlag) 
ou par toute methode analogue connue. Notamment, la reaction peut s'effectuer en 
presence d'une base non-nucleophile dans des solvants aprotiques convenables 
(comme le chloroforme, la dimethylformamide, la methylpyrrolidone, racetonitrile, 
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le dichloromethane etc.), a temperature comprise entre 0 et 100 °C, le pH etant 
ajuste entre 9 et 11. 

Q est soit disponible commercialement, soit lorsque Q represente un groupement 
C(0)R8 avec R8 de formule (IX), il peut etre synthetise par reaction entre un 
5 chloroformiate commercial (par exemple le cholesterylchloroformiate) ou obtenu selon 
les methodes classiques connues de l'homme du metier a partir d'un chloroformiate 
commercial, et une diamine commerciale (par exemple la N-ethylenediamine) ou 
obtenue selon les methodes classiques connues de 1'homme du metier. De preference, 
on opere dans un solvant chlore (par exemple le dichloromethane, le chloroforme, le 
10 dichloro-l,2-ethane etc..) ou dans tout autre solvant organique compatible avec la 
reaction comme par exemple le dimethylformamide, le dimethylsulfoxyde, Pacetonitrile 
etc... 

Le groupement H-[NH-(CH2)x]y-COOH est un acide amine commercial lorsque y est 
egal a 1, ou bien est obtenu par une ou plusieurs reactions de cyanoethylation selon les 
15 methodes decrites ci-apres dans la synthese de Rep lorsque y est superieur a 1. 

2) Synthese de la brique Rep : 

Le groupement Rep est obtenu par cyanoethylation ou par dicyanoethylation (selon 
que Ton souhaite obtenir une structure de Rep lineaire ou branchee) d'un acide amine 
de formule HOOC-(CH 2 ) r -NH 2 puis par reduction des fonctions nitriles en amines. 
20 a) mono- ou di-cyanoethylation : 



CN 




T 

R* 




R' 



N 



V 




CN 
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etc... Dans le cas de la monocyanoethylation, on travaille de preference a froid [J. aj^, 
5 Chem. Soc, 1950, pp. 2599-2603]. Dans le cas de la dicyanoethylation, on travaille de 
preference a chaud et avec un exces d'acrylonitrile [J. Am. Chem. Soc, 1951, pp. 
1641-1644] 

b) La reduction des fonctions nitriles en amines est effectuee par hydrogenation 
catalytique en milieu basique ou par toute autre methode connue de Phomme du 
10 metier. A titre d'exemple, on peut utiliser de Poxyde de platine ou encore du nickel de 
Raney [J. Org. Chem., 1988, pp. 3108-3111] comme catalyseur. De preference, le 
solvant choisi est un alcool (par exemple le methanol, Pethanol etc..) en presence 
d'une base, par exemple de la soude, de la potasse etc... 



15 La brique Rep-R est obtenu par couplage peptidique entre Pacide Rep et Pamine R 
obtenus aux etapes precedentes. 

Le couplage peptidique est effectue selon les methodes classiques connues de Phomme 
du metier (Bodanski M, Principles and Practices of peptide Synthesis, Ed. Springe- 
Verlag) ou par toute methode analogue connue. Notamment, la reaction peut 
20 s'effectuer en presence d'une base non-nucleophile dans des solvants aprotiques 
convenables (comme le chloroforme, la dimethylformamide, la methylpyrrolidone, 
Pacetonitrile, le dichloromethane etc.), a temperature comprise entre 0 et 100 °C, le 
pH etant ajuste entre 9 et 1 1 . 



25 Les composes selon Pinvention sont obtenus selon plusieurs methodes possibles : 

a) par couplage en milieu basique entre Pamine terminale presente sur Rep-R obtenu a 
Petape precedente, et CA-S-CH 3 , selon les methodes classiques connues de Phomme 
du metier. On opere de preference dans un solvant chlore (par exemple le 
dichloromethane, le chloroforme etc..) ou dans d'autres solvants organiques 
30 compatibles avec la reaction comme par exemple Peau, les alcools, le 



3) Synthese de la brique Rep-R : 



4) Synthese des composes selon F invention CA-Rep-R : 
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dimethylformamide etc., en presence cTune base (par exemple la triethylamine, la 
soude, la potasse, la N-ethyldiisopropylamine etc.). et a temperature ambiante (20°C 
environ). 

La brique CA-S-CH 3 est soit disponible commercialement (c'est le cas par exemple de 
5 Thydroiodure de 2-methylthio-2-imidazoline), soit elle peut etre obtenue par action 
d'un disulfure de carbone sur une diamine appropriee (c'est-a-dire choisie en fonction 
du groupement cycloamidine qu'on souhaite obtenir), suivie d'une methylation. Par 
exemple, le schema reactionnel peut etre illustre de la fa?on suivante : 



10 De preference, le processus reactionnel est mis en oeuvre dans un alcool (par exemple 
Fethanol). L'etape de methylation est effectuee par action d'un halogenomethyle, 
1'atome d'halogene pouvant etre par exemple un atome d'iode [J. Am. Cem. Soc, 
1956, pp. 1618-1620 et Bioorg. Med. Chem. Lett., 1994, pp. 351-354]. 

b) par cyclisation interne du groupement cycloamidine a partir des fonctions amino 
15 presentes sur Rep-R, par action d'hydrogenosulfate d'O- methylisouree ou de 
semisulfate de S-methylisothiouree. De preference, on opere en milieu aqueux en 
presence d'un base a chaud [J. Med. Chem., 1985 , pp. 694-698 et J. Med. Chem., 
1996, pp. 669-672]. A titre de solvant prefere, on peut citer les melanges eau/alcool 
ou le dimethylformamide. A titre de base, on peut utiliser la triethylamine, la N- 
20 ethyldiisopropylamine, la soude, la potasse etc... La temperature est comprise de 
preference entre 40°C et 60°C, et encore plus preferentiellement, la reaction est mise 
en oeuvre a 50°C. 




H 
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c) par couplage peptidique entre CA-COOH et Rep-R selon les ffif thodes classiques 
connues de Phomme du metier, comme decrit precedemment. ^^^^ 
La brique CA-COOH peut etre obtenue de differentes manieres : 

• par action d'une brique CA-S-CH3 sur un acide amine ou un acide polyaminJ^ 
5 selon les methodes connues de Phomme du metier ou par tout autre methode analogue 

[J. Am. Chem. Soc, 1956, pp. 1618-1620]. La brique CA-S-CH3 est obtenue de la 
meme fa<pon que precedemment, et Pacide amine ou polyamine est choisi en fonction 
du compose selon P invention souhaite, ou bien 

• par action d'un S,S-dimethyl-tosyl-iminothiocarbonimidate ou de Pun de ses 
10 derives sur un acide polyamine selon les methodes connues de Phomme du metier ou 

par tout autre methode analogue [J. Org. Chem., 1971, pp. 46-48]. De preference on 
opere en milieu ethanolique en presence d'une base (par exemple la soude) et a la 
temperature de reflux du melange. 

A titre d'exemple de briques CA-COOH pouvant etre obtenues par Pune des 
15 methodes decrites ci-dessus, on peut citer les briques suivantes : 
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Dans toutes les reactions exposees precedemment, lorsque les substituants 
amino presents dans les differents groupements peuvent interferer avec les reactions 
mises en oeuvre, il est preferable de les proteger prealablement par des radicaux 
compatibles pouvant etre mis en place et elimines sans toucher au reste de la molecule. 
5 A titre d'exemple, les radicaux protecteurs peuvent etre choisis parmi les radicaux 
decrits par T.W. GREENE, Protective Groups in Organic Synthesis, J. Wiley- 
Interscience Publication (1991) ou par McOmie, Protective Groups in Organic 
Chemistry, Plenum Press ( 1 973 ). 

Un autre objet de 1'invention concerne une composition comprenant au moins 
un compose de formule (I) tel que defini precedemment. En particulier un autre objet 
selon la presente invention comprend un compose de formule (I) tel que defini ci-avant 
et un acide nucleique. Lorsque un compose selon 1'invention et un acide nucleique 
sont mis en presence, ils forment un complexes par interaction entre les charges 
positives presentes a pH physiologique sur le compose selon Finvention et les charges 
negatives de Pacide nucleique. Ce complexe est appele « complexe nucleolipidique » 
dans toute la suite. Preferentiellement, le compose selon Finvention et Tacide nucleique 
sont presents en quantites telles que le rapport des charges positives du compose sur 
les charges negatives de l'acide nucleique soit compris entre 0, 1 et 50, de preference 
entre 0,1 et 20. Ce rapport peut etre ajuste aisement par Thomme du metier en 
fonction du compose utilise, de 1'acide nucleique, et des applications recherchees 
(notamment du type de cellules a transfecter). 

On entend au sens de 1'invention par « acide nucleique » aussi bien un acide 
desoxyribonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de sequences naturelles 
ou artificielles, et notamment d'ADN genomique (ADNg), d'ADN complementaire 
(ADNc), d'ARN messager (ARNm), d'ARN de transfert (ARNt), d'ARN ribosomique 
(ARNr), de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques, 
d'oligonucleotides modifies ou non. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine 
humaine, animale, vegetale, bacterienne, virale, etc... lis peuvent etre obtenus par toute 
technique connue de Thomme du metier, et notamment par criblage de banques, par 
synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
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chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage de banques. Ils^Sb^yit 
etre modifies chimiquement. 

Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
etre simple ou double brin de meme que des oligonuleotides courts ou des sequences 
5 plus longues. En particulier, les acides nucleiques sont avantageusement constitues par 
des plasmides, des vecteurs, des episomes, des cassettes d'expression, etc... Ces acides 
desoxyribonucleiques peuvent porter une origine de replication fonctionnelle ou non 
dans la cellule cible, un ou plusieurs genes marqueurs, des sequences regulatrices de la 
transcription ou de la replication, des genes d'interet therapeutique, des sequences 
10 antisens modifiees ou non, des regions de liaison a d'autres composants cellulaires, 
etc... 

De preference, l'acide nucleique comprend une cassette d'expression constitute 
d'un ou plusieurs genes d'interet therapeutique sous controle d'un ou plusieurs 
promoteurs et d'un terminateur transcriptionnel actifs dans les cellules cibles. 

15 On entend au sens de I'invention par « cassette d'expression d'un gene 

d'interet » un fragment d'ADN qui peut etre insere dans un vecteur a des sites de 
restriction specifiques. Le fragment d'ADN comprend une sequence d'acide nucleique 
codant pour un ARN ou un polypeptide d'interet et comprend en outre les sequences 
necesaires a Texpression (enhanceur(s), promoteur(s), sequences de polyadenylation 

20 etc.) de ladite sequence. La cassette et les sites de restriction sont con$us pour 
assurer une insertion de la cassette d'expression dans un cadre de lecture approprie 
pour la transcription et la traduction. 

II s'agit generalement d'un plasmide ou d'un episome portant un ou plusieurs 
genes d'interet therapeutique. A titre d'exemple on peut citer les plasmides decrits dans 
25 les demandes de brevet WO 96/26270 et WO 97/10343 incorporees a la presente par 
reference. 



Au sens de 1'invention, on entend par gene d'interet therapeutique notamment 
tout gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
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proteique ainsi code peut etre notamment une proteine ou un peptide. Ce produit 
proteique peut etre exogene homologue ou endogene vis-a-vis de la cellule cible, c'est- 
a-dire un produit qui est normalement exprime dans la cellule cible lorsque celle-ci ne 
presente aucune pathologie. Dans ce cas, l'expression d'une proteine permet par 
5 exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou l'expression d'une 
proteine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, ou encore de 
surexprimer ladite proteine. Le gene d'interet therapeutique peut aussi coder pour un 
mutant d'une proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, etc... 
Le produit proteique peut egalement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. Dans 
10 ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une activite 
deficiente dans la cellule, lui permettant de lutter contre une pathologie, ou stimuler 
une reponse immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 

15 lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc... (FR 92/03120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
facteurs trophiques (BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, 
HARP/pleiotrophine, etc..) les apolipoproteines (ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc., FR 
93/05125), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 91/11947), la proteine CFTR 

20 associee a la mucoviscidose, les genes suppresseurs de tumeurs (p53, Rb, RaplA, 
DCC, k-rev, etc., FR 93/04745), les genes codant pour des facteurs impliques dans la 
coagulation (Facteurs VII, VIII, IX), les genes intervenant dans la reparation de 
l'ADN, les genes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les genes de 
1'hemoglobine ou d'autres transporters proteiques, les enzymes du metabolisme, 

25 catabolisme etc. 

L'acide nucleique d'interet therapeutique peut egalement etre un gene ou une 
sequence antisens, dont l'expression dans la cellule cible permet de controler 
l'expression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences 
peuvent, par exemple, etre transcrites dans la cellule cible en ARN complementaires 
30 d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en proteine, selon la technique 
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decrite dans le brevet EP 140 308. Les genes therapeutiques comprenent egalem£n§&^ 
sequences codant pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des 



ARNcibles (EP321 201). 



Comme indique plus haut, l'acide nucleique peut egalement comporter un ou 



5 plusieurs genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez Thomme 
ou Tanimal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
l'invention permet la realisation soit de vaccins soit de traitements 
immunotherapeutiques appliques a I'homme ou a l'animal, notamment contre des 
microorganismes, des virus ou des cancers. II peut s'agir notamment de peptides 
10 antigeniques specifiques du virus d'Epstein Barr, du virus HIV, du virus de I'hepatite B 
(EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus 1 ', d'autres virus 
ou encore de peptides antigeniques specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Preferentiellement, l'acide nucleique comprend egalement des sequences 
permettant l'expression du gene d'interet therapeutique et/ou du gene codant pour le 

15 peptide antigenique dans la cellule ou Torgane desire. II peut s'agir des sequences qui 
sont naturellement responsables de l'expression du gene considere lorsque ces 
sequences sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement 
s'agir de sequences d'origine differente (responsables de 1'expression d'autres proteines, 
ou meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 

20 eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un virus. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc... En outre, ces sequences 
d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences d'activation, de 

25 regulation, etc... II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou repressible. 

Par ailleurs, l'acide nucleique peut egalement comporter, en particulier en 
amont du gene d'interet therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 
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egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal 
artificielle. L'acide nucleique peut egalement comporter une sequence signal dirigeant 
le produit therapeutique synthetise vers un compartiment particulier de la cellule. 

Les compositions selon l'invention peuvent en outre comporter un ou plusieurs 
5 adjuvants capables de s'associer aux complexes formes entre le compose selon 
l'invention et Tacide nucleique, et d'en ameliorer le pouvoir transfectant. Dans un autre 
mode de mise en oeuvre, la presente invention concerne done des compositions 
comprenant un acide nucleique, un compose de formule (I) tel que defini ci-avant et un 
ou plusieurs adjuvants capables de s'associer aux complexes nucleolipidiques compose 
10 (I)/acide nucleique et d'en ameliorer le pouvoir transfectant. La presence de ce type 
d'adjuvants (lipides, peptides ou proteines par exemple) peut permettre 
avantageusement d'augmenter le pouvoir transfectant des composes. 

Dans cette optique, les compositions de l'invention peuvent comprendre 
comme adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont 
15 particulierement avantageuses, notamment lorsque le rapport de charges R est faible. 
La Demanderesse a en effet montre que l'addition d'un lipide neutre permet d'ameliorer 
la formation des particules nucleolipidiques et de favoriser la penetration de la 
particule dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 
invention sont des lipides a deux chaines grasses. De maniere particulierement 
avantageuse, on utilise des lipides naturels ou synthetiques, zwitterioniques ou 
depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. II peuvent etre 
choisis plus particulierement parmi la dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), 
Toleoylpalmitoylphosphatidylethanolamine (POPE), les di-stearoyl, -palmitoyl, - 
mirystoyl phosphatidylethanolamines ainsi que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois, les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactocerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment les 
asialoGMl et GM2). 



20 



25 
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Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par syntHfes^j^pit par extraction 
a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou d'oeufs, par des techniquel^l^^ues bien 
connues de 1'homnie du metier. En particulier, l'extraction des lipides naturels j^b^^e 
realisee au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger, Biochemistry). ^ 

5 Plus recemment, la demanderesse a demontre qu'il etait egalement 

particulierement avantageux d'employer a titre d'adjuvant, un produit intervenant ou 
non directement au niveau de la condensation de l'acide nucleique (WO 96/25508). La 
presence d'un tel produit, au sein d'une composition selon l'invention, permet de 
diminuer la quantite de compose de formule (I), avec les consequences benefiques qui 

10 en decoulent sur le plan toxicologique, sans porter un prejudice quelconque a Tactivite 
transfectante. Par produit intervenant au niveau de la condensation de l'acide 
nucleique, on entend definir un produit compactant, directement ou non, l'acide 
nucleique. Plus precisement, ce produit peut soit agir directement au niveau de l'acide 
nucleique a transfecter soit intervenir au niveau d'un produit annexe qui lui est 

15 directement implique dans la condensation de cet acide nucleique. De preference, il 
agit directement au niveau de l'acide nucleique. Par exemple, le produit precompactant 
peut etre n'importe quel polycation, par exemple la polylysine. Selon un mode de 
realisation prefere, ce produit intervenant au niveau de la condensation de l'acide 
nucleique derive en tout ou partie d'une protamine, d'une histone, ou d'une nucleoline 

20 et/ou de Tun de leurs derives. Un tel produit peut egalement etre constitue, en tout ou 
partie, de motifs peptidiques (KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre des 
motifs pouvant varier entre 2 et 10. Dans la structure du compose selon l'invention, 
ces motifs peuvent etre repetes de maniere continue ou non. C'est ainsi qu'ils peuvent 
etre separes par des liens de nature biochimique, par exemple par un ou plusieurs 

25 acides amines, ou de nature chimique. 

Preferentiellement, les compositions de l'invention comprennent de 0,01 a 20 
equivalents d'adjuvant(s) pour un equivalent d'acides nucleiques en mol/mol et, plus 
preferentiellement, de 0,5 a 5. 
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Dans un mode de realisation particulierement avantageux, les compositions de 
la presente invention comprennent en outre un element de ciblage permettant 
d'orienter le transfert de l'acide nucleique. Cet element de ciblage peut etre un element 
de ciblage extracellulaire permettant d'orienter le transfert de l'ADN vers certains, 
5 types cellulaires ou certains tissus souhaites (cellules tumorales, cellules hepatiques, 
cellules hematopoietiques...). II peut egalement s'agir d'un element de ciblage 
intracellulaire permettant d'orienter le transfert de l'acide nucleique vers certains 
compartiments cellulaires privilegies (mitochondries, noyau etc...)- L'element de 
ciblage peut etre lie au compose selon Tinvention ou egalement a l'acide nucleique 
10 comme cela a ete precise precedemment. 

Parmi les elements de ciblage utilisables dans le cadre de 1'invention, on peut 
citer les sucres, les peptides, les proteines, les oligonucleotides, les lipides, les 
neuromediateurs, les hormones, les vitamines ou leurs derives. Preferentiellement, il 
s'agit de sucres de peptides ou de proteines tels que des anticorps ou des fragments 

15 d'anticorps, des ligands de recepteurs cellulaires ou des fragments de ceux-ci, des 
recepteurs ou des fragments de recepteurs, etc... En particulier, il peut s'agir de ligands 
de recepteurs de facteurs de croissance, de recepteurs de cytokines, de recepteurs de 
type lectines cellulaires, ou de ligands a sequence RGD avec une affinite pour les 
recepteurs de proteines d'adhesion comme les integrines. On peut egalement citer les 

20 recepteurs de la transferrin, des HDL et des LDL, ou le transporter du folate. 
L'element de ciblage peut egalement etre un sucre permettant de cibler des lectines tels 
que les recepteurs aux asialoglycoproteines ou aux syalydes tel que le sialyde Lewis X, 
ou encore un fragment Fab d'anticorps, ou un anticorps simple chaine (ScFv). 

L'association des elements de ciblage aux complexes nucleolipidiques de 
25 Tinvention peut etre efFectuee par toute technique connue de I'homme du metier, par 
exemple par couplage a une partie hydrophobe ou a une partie qui interagit avec 
l'acide nucleique du compose de formule generale (I) selon Tinvention, ou encore a un 
groupement qui interagit avec le compose de formule generale (I) selon l'invention ou 
avec l'acide nucleique. Les interactions en question peuvent etre, selon un mode 
30 prefere, de nature ionique ou covalente. 
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Selon une autre variante, les compositions de l'invention peo^|iH> aussi 



incorporer au moins un agent de surface non-ionique en quantite suffisanteQj?)^ 
stabiliser la taille des particules de complexes nucleolipidiques compose de formule^ 
generale (I)/acide nucleique. L'introduction d ! agents de surface non-ionique previent la 
5 formation d'agregats, ce qui rend la composition plus particulierement adaptee a une 
administration in vivo. Les compositions selon l'invention incorporant de tels agents de 
surface presentent un avantage sur le plan de l'innocuite. Elles presentent egalement un 
avantage supplemental en ce sens qu'elles diminuent le risque d'interferences avec 
d'autres proteines compte tenu de la reduction de la charge globale des compositions 
10 de complexes nucleolipidiques. 

Les agents de surface sont constitues avantageusement d'au moins un segment 
hydrophobe, et d'au moins un segment hydrophile. Preferentiellement, Le segment 
hydrophobe est choisi parmi les chaTnes aliphatiques, les polyoxyalkylene, les polyester 
d'alkylidene, les polyethylene glycol a tete polyether benzylique et le cholesterol, et le 
15 segment hydrophile est avantageusement choisi parmi les polyoxyalkylene, les alccols 
polyvinyliques, les polyvinylpyrrolidones ou les saccharides. De tels agents de surface 
non-ioniques ont ete decrits dans la demande WO 98/34648. 

L'invention a egalement pour objet l'utilisation des composes de formule 
generale (I) tels que definis ci-avant pour fabriquer un medicament destine a soigner 
20 les maladies par transfert d'acides nucleiques (et plus generalement de polyanions) 
dans les cellules primaires ou dans les lignees etablies. II peut s'agir en particulier de 
cellules fibroblastiques, musculaires, nerveuses (neurones, astrcytes, cellules glyales), 
hepatiques, de la lignee hematopoietique (lymphocytes, CD34, dendritiques etc.), 
epitheliales, etc., sous forme differenciees ou pluripotentes (precurseurs). 

25 Une telle utilisation est particulierement avantageuse car les compose de 

formule generale (I) selon l'invention presentent une cytotoxicity reduite par rapport 
aux lipides cationiques de l'art anterieur. La Demanderesse a notamment mis en 
evidence qu'a des rapports de charges tres eleves entraTnant habituellement la mort des 
animaux consecutivement a la transfection, aucune cytotoxicity apparente n'etait 
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decelee. Les composes selon l'invention peuvent etre utilises notamment pour la 
transfection in vitro, ex vivo ou in vivo d'acides nucleiques. Pour des utilisations in 
vivo, par exemple en therapie ou pour l'etude de la regulation de genes ou la creation 
de modeles animaux de pathologies, les compositions selon Invention peuvent etre 
5 formulees en vue d'administrations par voie topique, cutanee, orale, rectale, vaginale, 
parenteral, intranasal, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 
transdermique, intratracheal e, intraperitoneal, etc... De preference, les compositions 
de l'invention contiennent un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une 
formulation injectable, notamment pour une injection directe au niveau de l'organe 
10 desire, ou pour une administration par voie topique (sur peau et/ou muqueuse). II peut 
s'agir en particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, 
notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum 
physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. Les doses d'acide 
nucleique utilisees pour l'injection ainsi que le nombre d'administrations peuvent etre 
15 adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou encore de 
la duree du traitement recherchee. En ce qui concerne plus particulierement le mode 
d'administration, il peut s'agir soit d'une injection directe dans les tissus, par exemple 
au niveau des tumeurs, ou les voies circulatoires, soit d'un traitement de cellules en 
20 culture suivi de leur reimplantation in vivo, par injection ou greffe. Les tissus 
concernes dans le cadre de la presente invention sont par exemple les muscles, la peau, 
le cerveau, les poumons, le foie, la rate, la moelle osseuse, le thymus, le coeur, la 
lymphe, le sang, les os, les cartilages, le pancreas, les reins, la vessie, Testomac, les 
intestins, les testicules, les ovaires, le rectum, le systeme nerveux, les yeux, les glandes, 
25 les tissus conjonctifs, etc... Avantageusement, les tissus transfectes sont les muscles et 
les poumons. 

L'invention concerne en outre une methode de transfert d'acides nucleiques 
dans les cellules comprenant les etapes suivantes : 

(1) la mise en contact de Tacide nucleique avec un compose de formule generate (I) tel 
30 que defini ci-avant, pour former un complexe nucleolipidique, et 
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(2) la mise en contact des cellules avec le complexe nucleolipidique^^ie en (1). 

La mise en contact des cellules avec le complexe nucleolipidiquA=$gut etre 
realisee par incubation des cellules avec ledit complexe (pour des utilisations in vitro 
ou ex vivo), ou par injection du complexe dans un organisme (pour des utilisations in 
5 vivo). L'incubation est realisee de preference en presence de par exemple de 0,01 a 
1000 jig d'acide nucleique pour 10 6 cellules. Pour une administration in vivo, des 
doses d'acide nucleique comprises entre 0,01 et 10 mg peuvent par exemple etre 
utilisees. 

Dans le cas ou les compositions de l'invention contiennent en outre un ou 
10 plusieurs adjuvants tels que definis precedemment, le ou les adjuvants sont 
prealablement melanges au compose de formule generale (I) selon l'invention ou bien a 
l'acide nucleique. 

La presente invention fournit ainsi une methode particulierement avantageuse 
pour le traitement des maladies par administration d'un acide nucleique codant pour 

15 une proteine ou pouvant etre transcrit en un acide nucleique apte a corriger ladite 
maladie, ledit acide nucleique etant associe a un compose de formule generale (I) tel 
que defini precedemment, dans les conditions definies ci-avant. Plus particulierement, 
cette methode est applicable aux maladies resultant d'une deficience en un produit 
proteique ou nucleique, Tacide nucleique administre codant pour ledit produit 

20 proteique ou etant transcrit en un produit nucleique ou encore constituant ledit produit 
nucleique. 

L'invention s'etend a toute utilisation d'un compose de formule (I) selon 
l'invention pour la transfection in vivo, ex vivo, ou in vitro de cellules. 

Outre les dispositions qui precedent, la presente invention comprend egalement 
25 d'autres caracteristiques et avantages qui ressortiront des exemples et figures qui 
suivent, et qui doivent etre consideres comme illustrant l'invention sans en limiter la 
portee. Notamment, la Demanderesse propose a titre non-limitatif divers protocoles 
operatoires ainsi que des intermediaires reactionnels susceptibles d'etre mis en oeuvre 
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pour preparer les composes de formule generate (I). Bien entendu, il est a la portee de 
l'hornme du metier de s'inspirer de ces protocoles et/ou produits intermediaires pour 
mettre au point des porcedures analogues en vue de conduire a d'autres composes de 
formule generate (I) selon 1' invention. 



5 FIGURES 

Figure 1 : Structure des vecteurs synthetiques denomme lipide A, lipide B, lipide c et 
lipide D dans la presente invention et decrits dans la demande de brevet 
WO 97/18185 incorporee a la presente par reference. 

Figure 2 : Representation schematique du plasmide pXL2774. 

10 Figures 3 : Diagramme de phase des complexes nucleolipidiques compose (1)/ADN. 
La liaison du compose (1) a l'ADN a ete determinee en suivant la diminution de la 
fluorescence (en %, 100% etant la fluorescence de l'ADN nu) du bromure d'ethidium 
(EtBr) (symbole •, ligne pleine), comme decrit selon l'axe y situe a droite. La taille 
des particules de complexes (en nm) est indiquee sur l'axe y situe a gauche. L'axe x 

15 represente le rapport de charge agents de transfert/ADN. La taille des complexes 
nucleolipidiques sans co-lipide est represente par le symbole ■ en ligne pleme. La 
taille des complexes nucleolipidiques contenant 25% de cholesterol est represente 
par le symbole □ en ligne discontinue. La taille des complexes nucleolipidiques 
contenant 40% de DOPE est represente par le symbole ♦ en ligne discontinue. La 

20 methode ne permet pas de determiner la taille des particules au dela de 3 urn. 

Figure 4 : Activite de transfert de gene in vitro dans des cellules HeLa des complexes 
nucleolipidiques contenant le compose (1) selon la presente invention sans co-lipide ( 
barre du milieu en gris fonce), avec 25% de cholesterol (barre de gauche en gris 
moyen), et avec 40% molaire de DOPE (barre de doite en gris clair), 
25 comparativement a l'ADN nu. Seuls les complexes nucleolipidiques dans lesquels 
l'ADN est completement sature en compose selon l'invention et dont la taille est 
comprise entre 100 nm et 300 nm ont ete utilises. 
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.... 

Figure 5 : Activite de transfert de gene in vitro des compki^e^ nucleolipidiques 
formes a partir du compose (3), dans des cellules HeLa. En G^lonnee figure 
1' expression de la Iuciferase, exprimee en pg par puit transfecte. En absiss^fj^ure le 
rapport de charges entre le compose (3) et l'ADN en nmol/ng. L'expressiof^^te 
5 mesuree a chaque fois pour des formulations sans co-lipide (micelles), avec DOPE et 
avec du cholesterol. 

Figure 6 : Activite de transfert de gene in vitro des complexes nucleolipidiques 
formes a partir du compose (5), dans des cellules HeLa. En ordonnee figure 
l'expression de la Iuciferase, exprimee en pg par puit transfecte. En absisse, figure le 
10 rapport de charges entre le compose (5) et l'ADN en nmol/jig. L'expression a ete 
mesuree a chaque fois pour des formulations sans co-lipide (micelles), avec DOPE et 
avec du cholesterol. 

Figure 7 : Activite de transfert de gene in vitro des complexes nucleolipidiques 
formes a partir du compose (6), dans des cellules HeLa. En ordonnee figure 
15 l'expression de la Iuciferase, exprimee en pg par puit transfecte. En absisse, figure le 
rapport de charges entre le compose (6) et l'ADN en nmol/jig. L'expression a ete 
mesuree a chaque fois pour des formulations sans co-lipide (micelles), avec DOPE et 
avec du cholesterol. 

Figure 8 : Activite de transfert de gene in vivo apres injection directe dans le muscle 
20 des complexes contenant le compose (1) selon la present e invention ou le compose 
de formule H2N(CH 2 )3NH(CH 2 )4NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COArgN[(CH 2 )nCH3]2 (appele 
« lipide A » dans toute la suite) sans co-lipide (barre en gris fonce), avec 25% de 
cholesterol (barre en gris moyen), et avec 40% molaire de DOPE (barre en gris 
clair), comparativement a l'ADN nu. Seuls les complexes dans lesquels l'ADN est 
25 completement sature en lipide et dont la taille est comprise entre 100 nm et 300 nm 
ont ete utilises . 



Figure 9 ; L'importance de invention est illustree en comparant l'activite de transfert 
de gene de deux lipides differents, le compose (1) selon Tinvention et le lipide A, et 
de l'ADN nu via deux routes d'administration : par voie intraveineuse (iv) et par voie 
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intramusculaire (im). Seuls les complexes dans lesquels l'ADN est completement 
sature en lipide et dont la taille est comprise entre 100 nm et 300 nm ont ete utilises. 

Figure 10 : Activite de transfer! de gene in vivo 48 heures apres injection i.m. des 
complexes nucleolipidiques contenant les composes (5) ou (6) selon la presente 
i invention sans co-lipide et a rapport de charge 0,25/1, comparativement a 1'ADN nu. 
L' expression est exprimee en pg de luciferase par ml. 

En partant de la gauche, les barres represented : (a) controle negatif ; (b) ADN nu ; 
(c) Compose (5)et (d) compose (6). 



10 MATERIEL ET METHODES 

AN MATERIEL 

- Les acides amines, polyamines (ou leur derives) de depart sont disponibles 
commercialement. C'est le cas par exemple de la N-(3-aminopropyl)glycine, N-(2- 
cyanoethyl)glycine, ou encore de l'acide 2,4-diaminobutyric, ou peuvent etre 

1 5 synthetisees par des methodes classiques connue de Phomme du metier. 

- Les isothiourees cycliques sont egalement des produits commerciaux, comme par 
exemple l'hydroiodure de 2-methylthio-2-imidazoline, ou peuvent etre synthetisees par 
des methodes classiques connues de Thomme du metier. 

- Les amines substitutes par un/des lipide(s) sont commerciales ou bien synthetisees a 
20 partir des amines et aldehydes correspondants par reduction alkylative. 

Les produits tels que la triethylamine, l'acide trifluoroacetique, 
Thexafluorophosphate de benzotriazol-l-yloxytris(dimethylamino)phosphonium 
(BOP), la dimethylaminopyridine (DMAP), le chloroformate de benzyle, le dicarbonate 
de di-ter/-butyle sont des produits commerciaux. Les solutions de chlorure de sodium 
25 et de carnbonate de sodium sont saturees. La solution de sulfate de potassium est 
concentree a 0,5 M. 
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B\ METHODES 
W Mesures Physiques. 



Les spectres de RMN Proton ont ete enregistres sur des spectrometres Bruker^^ et 
600 MHZ. 

5 Les spectres de masse ont ete realises sur un API-MS/III. 
2) Methodes de purification et d'analyse 

a) Conditions de chromatographie en phase directe 

- Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont ete effectuees sur des plaques 
de gel de silice Merck de 0,2 mm d* epaisseur. 

10 Elles sont revelees soit aux LLV. (254 nm), a la ninhydrine, en vaporisant (spray 
leger) une solution ethanolique de ninhydrine (40 mg/100 cm 3 d'ethanol) pour reveler 
les amines ou les amides en chauffant a 150°C, a la fluorescamine, en vaporisant une 
solution (40 mg/100 cm 3 d'acetone) pour reveler les amines primaires, au vert de 
bromocresol, en vaporisant une solution (0, 1 % dans le propanol-2) pour reveler les 

15 acides, a la vanilline en vaporisant (spray leger) une solution ethanolique de vanilline 
(3 %) avec 3 % d'acide sulfurique suivi d'un chauffage a 120°C, ou a Tiode en 
recouvrant la plaque de poudre d'iode. 

- Les chromatographies sur colonne ont ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
granulomere 0,063-0,200 mm. 

20 b) Conditions de purification CLHP (Chromatographie Liquide Haute Performance) 
preparative 

L'appareillage est un ensemble pour la chromatographie en phase liquide en mode 
gradient permettant une detection U.V. Cette chaine preparative est composee des 
elements suivants : 
25 Pompe A : GILSON modele 305 equipee d'une tete 50 SC. 
Pompe B : GILSON modele 303 equipee d'une tete 50 SC. 
Boucle d'iniection . : 5 ml. 
Module de pression : GILSON modele 806. 
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10 



15 



Melanaeur : GILS.ON modele 81 1 C equipe d'une tete de 23 ml. 
Detecteur UV mGILSON modele 1 19 equipe d'une cellule preparative. 
rnllgr.tenr.de fraction : GILSON modele 202 equipe de portoirs n° 21 et de tube en 
verre de 10 ml. 

Integrates : SHIMADZU modele C-R6A. 

Colonne : Colonne C4 (10 mm) en acier inoxydable de 25 cm de longueur et de 2.2 cm 
de diametre commercialisee par VYDAC modele 214 TP 1022. 

La solution de produit a purifier est chargee sur la colonne par l'intermediaire de la 
boucle d'injection, l'eluat est recueilli par fractions de un tube en 30 secondes. Le 
detecteur est regie aux longueurs d'onde de 220 nm et 254 nm. 
les phases mobiles sont ainsi definie : 

Solvant A Solvant B 

Eau demineralisee 2500 cm 3 Acetonitrile pour HPLC 2500 cm 3 

2,5 cm 3 



Acide trifluoroacetique 
Gradient : 



2 cm 3 Acide trifluoroacetique 



Temps en minutes 


% de solvant A 


% de solvant B 


Debit en cnrVmin 


0 


90 


10 


18 


10 


90 


10 


18 


110 


0 


100 


18 


120 


0 


100 


18 



20 



c) Techniques de chromatographic Analvtique 

- Les analyses CLHP (Chromatographic Liquide Haute Performance) ont ete realisees 
sur un appareil Merck-Hitachi equipe d'un integrates calculates D 2500 HITACHI, 
d'un autosampler AS-2000A, d'une pompe inteligent L-6200A, et d'un detecteur UV- 
vis L-4000 avec longueur d'onde reglable mise a 220 nm. 

Les colonnes pour les separations analytiques sont des colonnes Browlee en acier 
inoxydable de 3 cm de longueur et de 0,46 cm de diametre commercialisees par 
APPLIED BIOSYSTEM. 
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La phase stationnaire est constitute par de l'Aquapof«e^utyl 7 micron. Les phases , 4 
mobiles sont l'eau (avec de Tacide trifluoroacetique) et l'a^&^itrile (avec de r acide 
trifluoroacetique). Les injection sont de 20 jal d'une solution d'efi^ron 1 mg/cm 3 dans 



une vanne a boucle de 0,1 cnv\ Le debit pour les analyses est regie erun^ cm 3 /min et 



4 cm /min. La pression est de 180 bars environ. 



Les conditions de separation sont resumees ci-dessous : 

Solvant A Solvant B 

Eau demineralisee 2500 cm 3 Acetonitrile pour HPLC 2500 cm 3 

Acide trifluoroacetique 2 cm 3 Acide trifluoroacetique 2.5 cm 3 



10 Gradient : 



Temps en minutes 


% de solvant A 


% de solvant B 


Debit en cm 3 /minute 


0 


60 


40 


1 


3 


60 


40 


1 


20 


0 


100 


1 


35 


0 


100 


1 


35.1 


60 


40 


4 


36.1 


60 


40 


4 


36.2 


60 


40 


2 


44 


60 


40 


2 



EXEMPLES 

A\ SYNTHESES PES COMPOSES SELON L'lNVENTION 

Exemple 1 : svnthese du compose (1) (N-dioctadecylcarbamoylmethyl-2-{3-[4-(2- 
imino-tetrahydro-pyrimidin- 1 -yl)-butylamino]-propylamino } -acetamide) a partir du 
15 lipide cationique de formule condensee NH2(CH2)3NH(CH 2 )4 
NH(CH 2 )3NHCH 2 COGlyN[(CH 2 ) 17 CH3]2 appele « lipide B » dans la suite (dont la 
preparation a ete decrite dans la demande de brevet WO 97/18185 et dont la structure 
est representee a la figure 1). 
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Dans un ballon equipe d'un barreau magnetique, on dissout 0,784 mmol de lipide B 
dans 25 cm 3 de methanol, et on ajoute 10,21 mmol de triethylamine. Puis on coule 
.lentement (5 minutes) sur le melange une solution de O-Methylisouree et d'acide 
sulfurique (1,173 mmol) dans de l'eau (9 cm 3 ). Le melange est maintenu a 50°C dans 

5 un bain d'huile pendant vingt heures. 

Ensuite, le melange est concentre a sec au rotoevaporateur. On solubilise l'extrait sec 
avec une solution d'eau (4 cm 3 ), d'ethanol (4 cm 3 ), et d'acide trifluoroacetique 
(1 cm 3 ). Cette solution est injectee en deux fois en CLHP preparative. 
Les fractions interessantes (determines par CLHP analytique) sont regroupees, 

10 congelees et lyophilisees. On obtient ainsi 194 mg ( 0,163 mmol ) de produit 
salifie. 

Rendement : 20,8 % 

CLHP analytique : Rt = 15,99 minutes. 

S pectre de RMN *H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6, 5 en ppm) : 0,88 (t, J = 6,5 Hz, 6H : 
15 CH 3 des chames grasses) ; 1,24 (mt, 60H : CH 2 centraux des chames grasses) ; de 
1,35 a 1,70 (mt, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1,57 (mt, 4H : (CH 2 h 
centraux du butyle) ; 1,88 et 1,96 (2 mts, 2H chacun: CH 2 central du propyle et CH 2 
central du cycle) ; de 2,85 a 3,35 (2 mts, 16H en totalite : les 8 NCH 2 ) ; 3,81 (s large, 
2H : NCH 2 CON) ; 4,03 (d, J = 5 Hz, 2H : CONCH 2 CON du glycyle) ; 7,25 et 7,84 
20 (respectivement s et s large, 1H chacun : les 2 NH du cycle) ; 8,61 (t, J = 5,5 Hz, 1H : 
NHCO) ; 8,70 et 9,02 (2 mfs, 1H chacun : les 2 NH). 
MHl= 846 

Exemnle 2 : svnthese du compose (2) (N-ditetradecylcarbamoylmethyl-2-{3-[4-(2- 
imino-tetrahydro-pyrimidin-l-yl)-butylamino]-propylamino}-acetamide) a partir du 
25 compose de formule condensee NH 2 (CH 2 )3NH(CH 2 ) 4 

NH(CH 2 ) 3 NHCH 2 COGlyN[(CH 2 )i3CH 5 ] 2 appele « lipide C » dans la suite (dont la 
preparation a ete decrite dans la demande de brevet WO 97/18185 et dont la structure 
est representee a la figure 1). 

Dans un ballon equipe d'un barreau magnetique on dissout 1,036 mmol de lipide C 
30 dans 30 cm 3 de methanol, et on ajoute 13,13 mmol de triethylamine. Puis on coule 
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lentement (5 minutes) sur le melange une solution de O-Methy^puree et d'acide 
sulfiirique (1,554 mmol) dans de I'eau (9 cm 3 ). Le melange est mainte^^i^ 50°C dans 
un bain d'huile pendant une vingtaine d'heures. Puis, le melange est concentre isec au 
rotoevaporateur. On solubilise l'extrait sec avec une solution d'eau (3 cm'), d'effipaol 
5 (2 cm 3 ), et d'acide trifluoroacetique (0,5 cm 3 ). Cette solution est injectee en 
preparative. 

Les fractions interessantes (determinees par CLHP analytique) sont regroupees, 
congelees et lyophilisees. On obtient finalement 218 mg (0,2022 mmol) de 
produit salifie. 

10 Rendement : R = 19,5 % 

CLHP a n a iytique i Rt = 10.76 minutes. 

Spectre de RMN *H (400 MHz, (CD 5 ) 2 SO d6, 5 en ppm) : 0,88 (t, J = 7 Hz, 6H : 
CH 3 des chaines grasses) ; de 1,15 a 1,40 (mt, 44H : (CH 2 ) n centraux des chaines 
grasses) ; 1,45 et de 1,50 a 1.65 (2 mts, 2H chacun : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 

15 1,59 (mt, 4H : les 2 CH 2 centraux du butyle) ; 1,91 et 1,97 (2 mts, 2H chacun : CH 2 
central des propyles) ; de 2,85 a 3,10 (mt, 10H ; les 2 NCH 2 du butyle - les 2 NCH 2 
d'un des 2 propyles - et 1 des 2 NCH 2 de l'autre propyle) ; 3,23 et de 3,30 a 3,50 (2 
mts, respectivement 5H et 1H : l'autre NCH 2 de l'autre propyle et NCH 2 des chaines 
grasses) ; 3,79 (mf, 2H : NCH 2 CON) ; 4,03 (d, J = 5 Hz, 2H : CONCH 2 CON du 

20 glycyle) ; 7.27 et de 8,40 a 9,30 (respectivement s large et mf, 2H et 4H : NH 2 + 
CF 3 COO", NH* CF3COO' et =NH) ; 7,88 et 8,61 (respectivement s et s large, 1H 
chacun : respectivement NHC=N et CONH). 
MH*= 734 

Exemple 3 : synthese du compose (3) (2-(3-{4-[3-(4,5-dihydro-lH-imidazol-2- 
25 ylamino)-propylamino]-butylamino}-propylamino)-N-ditetradecylcarbamoylmethyl- 
acetamide) a partir du lipide C (voir exemple 2 et figure 1 pour sa structure). 

Dans un ballon equipe d'un compte-bulle et d'un barreau magnetique, on dissout 
0,36 mmol de iodure de 2-methylmercapto-2-imidazolinium dans 0,36 cm 3 de soude 
IN. A cette solution on ajoute 0,36 mmol de lipide C prealablement dissout dans 
30 1,44 cm 3 de soude IN, 5 cm 3 d'eau, et 4 cm 3 d'ethanol. Le melange est maintenu sous 
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agitation jusqu' a P arret de degagement de methyl mercaptan (24 heures). Le melange 
est ensuite concentre a sec au rotoevaporateur. On solubilise Textrait sec avec une 
solution d'eau (4 cm J ), d'ethanol (4 cm 3 ), et de d'acide trifluoroacetique (0,5 cm 3 ). 
Cette solution est injectee en deux fois en CLHP preparative. 
5 Les fractions interessantes (determinees par CLHP analytique) sont regroupees, 
congelees et lyophilisees. On obtient finalement 213 mg ( 0,1727 mmol ) de 
produit salifie. 

Rendement : R = 48 % 

ftPLCarialytique 

: Rt = 8,90 minutes. 

10 Spectre de RMN *H T400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d6 avec ajout de quelques gouttes de 

CD3COOD d4, 5 en ppm) : 0,87 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chaines grasses) ; de 1;15 
a 1,40 (mt, 44H : (CH 2 )n centraux des chaines grasses) ; 1,45 et 1,55 (2 mts, 2H 
chacun : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; 1,65 (mt, 4H : les 2 CH 2 centraux du 
butyle) ; de 1,80 a 1,95 (mt, 4H : CH 2 central des propyles) , de 2,80 a 3,05 (mt, 10H : 

15 les 2 NCH 2 du butyle - les 2 NCH 2 d 9 un des 2 propyles - et 1 des 2 NCH 2 de 1'autre 
propyle) ; 3,24 (mt, 6H : 1'autre NCH 2 de 1'autre propyle et NCH 2 des chaines grasses) 
; 3,56 (s, 2H : NCH 2 CON) ; 3,62 (s, 4H : NCH 2 CH 2 N) ;4,02 (d, J = 5 Hz, 2H : 
CONCH 2 CON du glycyle). 
MH + = 777 

20 Exemple 4 : Svnthese du compose (4) (2-(3-{bis-[3-(4,5-dihydro-lH-imidazol-2- 
ylamino)-propyl]-amino}-propylamino)-N-ditetradecylcarbamoylmethyl-acetamide) 
par la methode de synthese de « briques ». 

I) SYNTHESE DU BOC-GLY-DITETRADECYL AMINE (a) 
Le groupement Gly dont les amines sont protegees par des groupements Boc 

25 (10 mmol) et la ditetradecylamine (10 mmol) sont introduit dans un ballon de 250 ml, 
et on ajoute 100 cm J de dichloromethane. Le melange est agite jusqu'a dissolution 
complete. 30 mmol de N-ethyldiisopropylamine (DIEA) et 1 1 mmol de phosphonium 
de benzotriazol-l-yloxytrisdimethylamine (BOP) sont ensuite ajoutes. Le pH est 
maintenu a 10 grace au DIEA, et le melange est agite pendant 2 heures. Lorsque la 

30 reaction est achevee, (suivie par CCM et/ou CLHP), le dichloromethane est evapore et 
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le solide obtenu est repris dans 1'acetate d'ethyle (300 cm 3 ). La phase organdie est 
lavee avec une solution de sulfate de potassium (4 fois 100 cm 3 ), de carbonate^e 
sodium (4 fois 100 cm 3 ), et de chlorure de sodium (4 fois 100 cm 3 ). La phase^ 
organique est ensuite sechee sur sulfate de magnesium, filtree et evaporee sous vide. 
5 Le produit (a) est obtenu avec un rendement de 93 %. 
CCM : Rf = 0,9 (CHCl 3 /MeOH, 9: 1) 
MH+ : 567 

II) SYNTHESE DE [Z-NH(CH 2 )3]2-N-(CH 2 )3-NH-Boc-CH2-COOH (b) 

1) Synthese de NC-(CH 2 ) 2 -NH-Boc-CH 2 -COOH (c) 

10 L' amine de la N-(cyanoethyl)-glycine (0,1 mol/amine, commerciale) est 

solubilisee dans de la soude IN (200 cnrrVamine) et du dioxane (200 cm 3 ). La 
solution est agitee dans un bain de glace, puis on ajoute goutte a goutte une 
solution de 0-(/-butoxucarbonyl) 2 ou de p-chlorobenzyloxycarbonyle (CIZ, 
0, 1 4 mol/amine) dans 200 cm 3 de dioxane. Le pH est maintenu a une valeur 

15 superieure a 9. Puis le melange est agite a environ 20°C pendant une nuit. Le 

dioxane est evapore sous vide, puis on acidifie le melange a pH 3 a 1'aide d'une 
solution de sulfate de potassium. Ce qui est insoluble est extrait avec de 1'acetate 
d'ethyle (3 fois 100 cm 3 ) puis lave avec une solution de chlorure de sodium (2 
fois 100 cm 3 ). La phase organique est sechee sur sulfate de magnesium, filtree et 

20 evaporee sous vide. Le produit (c) de formule NC-(CH 2 ) 2 -NH-Boc-CH 2 -COOH 

est obtenu avec un rendement de 98%. 
CCM : Rf = 0,66 (CHCl 3 /MeOH, 8:2) 
MH + : 229 

2) Synthese de NH2-(CH 2 )3-NH-Boc-CH 2 -COOH (d) 
25 Dans un autoclave en inox de 1 litre, on introduit 50 mmol de produit (c) de 

formule NC-(CH 2 ) 2 -NH-Boc-CH 2 -COOH. On prepare en meme temps dans un 
becher une solution de 10 cm 3 d'ethanol (95 %) et de 3,3 g de soude (80 mol). 
Lorsque ia soude est dissoute, on introduit 2 cm 3 de Nickel de raney sur 
charbon. L'autoclave est ferme. La pression initiale d'hydrogenation est de 
30 52 bar environ , et elle descend a environ 48,5 bar en une nuit a temperature 

ambiante (20°C). La suspension est filtree sur papier, le filtre est lave a Tethanol 
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(4 fois 25 cm 3 ), et les filtrats sont concentres a sec sous vide. On obtient le 
produit (d) qui est utilise sans autre purification dans la suite. 
CCM : Rf = 0,12 (CHCI 3 /MeOH, 6:4) 
MH+ : 233 

5 3) Synthese de [NC(CH 2 ) 2 ] 2 -N-(CH 2 ) 3 -NH-Boc-CH 2 -COOH (e) 

Dans un ballon, le produit (d) de formule NH 2 -(CH 2 )3-NH-Boc-CH 2 -COOH 
(0,05 mol) et de la soude (0,1 mol) sont solubilises dans 150 cm 3 d'eau. La 
solution est refroidie dans un bain de glace. Sous vive agitation, on coule 
ientement de Facrylonitrile (0,12 mol) en gardant la temperature de la masse 

10 inferieure a 20°C. Le melange de reaction est maintenu une nuit a temperature 

ambiante (20°C). Puis le melange est maintenu a 50°C pendant 2 heures. Le 
solvant est evapore sous vide, puis le melange est acidifie a pH 3 avec une 
solution de sulfate de potassium. Ce qui est insoluble est extrait avec de Pacetate 
d'ethyle (3 fois 200 cm 3 ), puis lave avec une solution de chlorure de sodium (2 

15 fois 100 cm 3 ). La phase organique est sechee sur sulfate de magnesium, puis 

filtree et evaporee sous vide. Le « brut » est eventuellement purifie sur une 
colonne de silice. On obtient le produit (e) avec un rendement de 50%. 
CCM ; R f = 0,75 (CHCl 3 /MeOH, 6:4) 
MH+ : 339 

20 4) Synthese de [Z-NH-(CH 2 ) 3 ] 2 -N-(CH 2 ) 3 .NH-Boc-CH 2 -COOH (b) 

Dans un autoclave en inox de 1 litre, on introduit le produit (e) de formule 
[NC(CH 2 ) 2 ] 2 -N-(CH 2 )3-NH-Boc-CH 2 -COOH (50 mmol). On prepare en meme 
temps dans un becher une solution de 10 cm 3 d'ethanol (95 %) et de 3,3 g de 
soude (80 mol). Lorsque la soude est dissoute, on introduit cette solution dans 

25 1'autoclave. Un courant d'azote est passe dans 1'autoclave et on introduit 2 cm 3 

de Nickel de Raney sur charbon. L'autoclave est ferme. La pression initiale 
d'hydrogenation est de 52 bar environ, et elle descend a 48,5 bar environ en une 
nuit a temperature ambiante (20°C). La suspension est filtree sur papier, le filtre 
est lave avec de l'ethanol (4 fois 25 cm 3 ), et les filtrats sont concentres a sec 

30 sous vide. On obtient un solide blanc qui est utilise sans autres purifications 

apres une analyse CCM. 
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CCM : Rf = 0, 1 4 (CHCl 3 /MeOH, 6:4) 

Le solide obtenu precedemment est solubilise dans de la soude 1 



cm /amine) et du dioxane (200 cm ). La solution est agitee dans un bain de 
glace, puis on ajoute goutte a goutte une solution de (/-butoxycarbonyl) 2 0 ou de 
5 p-chlorobenzyloxycarbonyl (0,14 mol/amine) dans 200 cm 3 de dioxane. Le pH 

est maintenu a une valeur superieure a 9. Puis, le melange est agite a 
temperature ambiante (20°C) pendant une nuit. Le dioxane est evapore sous 
vide, puis on acidifie le melange a pH 3 a 1'aide d'une solution de sulfate de 
potassium. Ce qui est insoluble est extrait avec de Tacetate d'ethyle (3 fois 100 
10 cm 3 ) puis lave avec une solution de chlorure de sodium (2 fois 100 cm 3 ). La 

phase organique est sechee sur sulfate de magnesium^ filtree et evaporee sous 
vide. Les produits sont analyses par CCM et/ou CLHP. 

Le Produit brut est purifie sur une colonne de silice (dichloromethane/methanol, 
8:2). 

15 On obtient le produit (b) avec un rendement de 66% par rapport au produit (d). 

CCM : Rf = 0,42 (CHCl 3 /MeOH, 6:4) 
MH+ : 615 

III) SYNTHESE DE [Z.NH(CH 2 )3]2-N-(CH 2 )3-NH-Boc-CH2-COGlyN[(CH2)i3-CH3]2 
(0 

20 Le produit (a) dont les amines sont protegees par des groupements Boc (1 mmol) est 
introduit dans un ballon equipe d'un barreau magnetique. 30 cm 3 d'acide 
trifluoroacetique a 4°C sont ajoutes, puis la solution est agitee pendant une heure. 
Lorsque la reaction est achevee (suivi par CCM et/ou CLHP), I'acide trifluoroacetique 
est evapore sous vide puis le produit est seche par coevaporation avec 3 fois 30 cm 3 

25 d ' ether ethylique. 

CLHP : R t = 12,86 min, (H 2 OZMeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

Le produit obtenu (Gly-ditetradecylamine, 10 mmol) et le produit (b) (10 mmol) sont 
introduit dans un ballon de 250 cm 3 , du dicloromethane (100 cm 3 ) est ajoute et le 
30 melange est agite jusqu'a dissolution complete. 30 mmol de N-ethyldiisopropylamine 
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(DIEA) et 11 mmol d'hexafluorophosphate de BOP sont ensuite ajoutes. Le pH est 
maintenu a 10 grace au DIEA et le melange est agite pendant deux heures. Lorsque la 
reaction est achevee (suivi par CCM et/ou CLHP), le dichloromethane est evapore et 
le solide obtenu est repris dans de l'acetate d'ethyle (300 cm 3 ). La phase organique est 
5 lavee avec une solution de sulfate de potassium (4 fois 100 cm 3 ), de carbonate de 
sodium (4 fois 100 cm 3 ), et de chlorure de sodium (4 fois 100 cm 3 ). La phase 
organique est sechee sur sulfate de magnesium, filtree et evaporee sous vide. Les 
produits sont utilises sans autres purifications. Le produit (f) est obtenu avec un 
rendement de 75 % apres purification sur une colonne de silice 
10 (dichloromethane/methanol, 8:2). 

CCM : Rf = 0,86 (CHCl 3 /MeOH, 8:2) 

CLHP : R t = 17,44 min, (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

IV) SYNTHESE DE |>JH 2 (CH2)3]2-N-(CH2)3-NH-Boc-CH2-COGlyN[(CH 2 )i3-CH3]2 
15 (g) 

Le produit (f) dont les amines sont protegees, est introduit dans un ballon equipe d'un 
barreau magnetique et dissous dans 10 cm J de methanol par gramme de produit. Du 
palladium sur charbon (10 %, lg/g de produit) et du formiate d'ammonium (1 g/g de 
produit) sont ajoutes a temperature ambiante. L'hydrogenolyse est suive par CLHP. 

20 Apres deux heures, la reaction est achevee, le melange est filtre, et le filtre lave avec 3 
fois 10 cm 3 de methanol par gramme de produit. De l'eau bi-distillee est ajoutee et la 
solution est congelee et lyophilisee, ou bien le filtrat est concentre a sec et le solide est 
repris dans de Tacetate d'ethyle (300 cm 3 ). La phase organique est lavee par une 
solution de carbonate de sodium (2 fois 100 cm 3 ), et une solution de chlorure de 

25 sodium (2 fois 100 cm 3 ), puis elle est sechee sur sulfate de magnesium, filtree et 
evaporee sous vide. Les produits sont analyses par CLHP et sont utilises sans autres 
purifications. Le produit (g) est obtenu avec un rendement de 40 % par rapport au 
produit (f). 

CLHP : R t = 9,62 min, (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
30 [0/100]). 
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MH + : 795. 



V) SYNTHESE DU COMPOSE (4) 




le produit (g) qui contient Famine primaire a modifier (1 mmol/amine) est sM^bjlise 
dans du dichloromethane (10 cm 3 ), puis on ajoute de l'hydroiodure de 2-methy^^ 
5 imidazoline (1,2 mmol/amine) et de la triethylamine (1,3 mmol/amine). Le melange est 
agite a temperature ambiante (20 °C) jusqu'a 1'arret du degagement de sulfiire de 
methyle. A la fin de la reaction (suivie par CLHP), le dichloromethane est evapore 



Le produit obtenu, dont les amines sont protegees par des groupements Boc, (1 mmol) 
10 est introduit dans un ballon equipe d'un barreau magnetique. 30 cm 3 d'acide 
trifluoroacetique a 4°C sont ajoutes, puis la solution est agitee pendant une heure. 
Lorsque la reaction est achevee (suivi par CCM et/ou CLHP), 1'acide trifluoroacetique 



d 1 ether ethylique. 

15 Le produit obtenu est purifie par CLHP preparative et les fractions analysees par 
CLHP. On obtient ainsi le compose (4) selon la presente invention avec un rendement 
de 34 %. 

CLHP : R t = 10,07 min, (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

20 Spectre de R M N ] H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d 6 a une temperature de 383K, d en 
ppm) : 0,92 (t, J = 7 Hz, 6H : CH 3 des chalnes grasses) ; de 1,25 a 1,45 (mt, 44H : 
(CH 2 )n centraux des chaines grasses) ; 1,57 (mt, 4H : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) 
; de 1,70 a 1,90 (mt, 6H : CH 2 central des propyles) ; de 2,50 a 3,40 (mt, 16H : les 2 
NCH 2 des propyles et les NCH 2 des chaines grasses) ; 3,68 (s, 8H : les 2 NCH 2 CH 2 N) 

25 ; 3,72 (s large, 2H : NCH 2 CON) ; 4,06 (s, 2H : CONCH 2 CON du glycyle). 



sous vide. 



est evapore sous vide puis le produit est seche par coevaporation avec 3 fois 30 cm" 



MH+ : 831 



Exemnle 5 : Synthese du compose (5> : (N-ditetradecylcarbamoylmethyl-2-{3-[3- 
(l,4,5,6-tetrahydropyrimidin-2-ylamino)-propylamino]propylamino}-acetamide) par la 

methode de synthese de « briques ». 
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I) SYNTHESE DU BOC-GLY-DITETRADECYL AMINE (a) 
On opere de la meme fa?on que dans Fexemple precedent. Le produit (a) est obtenu 
avec un rendement de 93 %. 

CCM : Rf = 0,9 (CHCl 3 /MeOH, 9:1) 
5 MH + : 567 

II) SYNTHESE DE Z-NH(CH 2 )3-N-Boc-(CH 2 )3-N.Boc-CH 2 -COOH (b) 

1) Syn these de NC-(CH 2 ) 2 -NH-Boc-CH 2 -COOH (c) 
On opere de la meme fa?on que precedemment dans Texemple 4. Le produit (c) 
est obtenu avec un rendement de 98 %. 

10 CCM : Rf = 0,66 (CHCI 5 /MeOH, 8:2) 

MH + : 229 

2) Synthese de NH 2 -(CH 2 ) 3 -NH-Boc-CH 2 -COOH (d) 

Le produit (d) est obtenu de la meme fa?on que precedemment dans l'exemple 4. 
CCM : Rf = 0,12 (CHCh/MeOH, 6:4) 
15 MH + : 233 

3) Synthese de NC(CH 2 ) 2 -N-Boc-(CH 2 ) 3 -NH-Boc-CH 2 -COOH (e) 
Dans un ballon, le produit (d) (0,05 mol) et de la soude (0,1 mol) sont solubilises 
dans 150 cm 5 d'eau. La solution est refroidie dans un bain de glace. Sous vive 
agitation, on coule lentement de Pacrylonitrile (0,05 mol) en gardant la 

20 temperature de la masse inferieure a 20°C. Le melange de reaction est maintenu 

une nuit a temperature ambiante (20°C). 

Le solvant est evapore sous vide, puis le melange est acidifie a pH 3 avec une 
solution de sulfate de potassium. Ce qui est insoluble est extrait avec de l'acetate 
d'ethyle (3 fois 200 cm 3 ), puis lave avec une solution de chlorure de sodium (2 
25 fois 100 cm 3 ). La phase organique est sechee sur sulfate de magnesium, puis 

filtree et evaporee sous vide. Le produit obtenu est eventuellement purifie sur 
une colonne de silice. 

Le produit obtenu (0,1 mol/amine) est solubilise dans de la soude IN (200 
cnvVamine) et du dioxane (200 cm 3 ). La solution est agitee dans un bain de 
30 glace, puis on ajoute goutte a goutte une solution de (Boc) 2 0 ou de p- 
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chlorobenzyloxycarbonyl (0,14 mol/amine) dans 200 cm de^&ioxane. Le pH est 



maintenu a une valeur superieure a 9. Puis, le melange est ag$|^i temperature 
ambiante (20°C) pendant une nuit. Le dioxane est evapore sous wle, puis on 



acidifie le melange a pH 3 a l'aide d'une solution de sulfate de potassiurn^jCe qui 
5 est insoluble est extrait avec de l'acetate d'ethyle (3 fois 100 cm 3 ) puis lavi-^j^c 

une solution dechlorure de sodium (2 fois 100 cm 3 ). La phase organique esf~ 
sechee sur sulfate de magnesium^ filtree et evaporee sous vide. Les produits sont 
analyses par CCM et/ou CLHP. 

Le produit (e) est ainsi obtnu avec un rendement est de 93 %. 
10 CCM : R f = 0,75 (CHCl 3 /MeOH, 8:2) 

MH+ : 386 

4) Synthese de Z-NH-(CH 2 ) 3 -N-Boc-(CH 2 )3-N-Boc-CH 2 -COOH (b) 

Dans un autoclave en inox de 1 litre, on introduit le produit (e) (50 mmol). On 
prepare en meme temps dans un becher une solution de 10 cm 3 d'ethanol (95 %) 

15 et de 3,3 g de soude (80 mol). Lorsque la soude est dissoute, on introduit cette 

solution dans l'autoclave. Un courant d'azote est passe dans l'autoclave et on 
introduit 2 cm J de Nickel de Raney sur charbon. L'autoclave est ferme. La 
pression initiale d'hydrogenation est de 52 bar environ, et elle descend a 48,5 bar 
environ en une nuit a temperature ambiante (20°C). La suspension est filtree sur 

20 papier, le filtre est lave avec de Fethanol (4 fois 25 cm 3 ), et les filtrats sont 

concentres a sec sous vide. On obtient un solide blanc qui est utilise sans autres 
purifications apres une analyse CCM. 
CCM : Rf = 0,14 (CHCl 3 /MeOH, 6:4) 

Le produit obtenu (0,1 mol/amine) est solubilise dans de la soude IN 
25 (200 cm 3 /amine) et du dioxane (200 cm 3 ). La solution est agitee dans un bain de 

glace, puis on ajoute goutte a goutte une solution p-chlorobenzyloxycarbonyle 
(0,14 mol/amine) dans 200 cm 3 de dioxane. Le pH est maintenu a une valeur 
superieure a 9. Puis, le melange est agite a temperature ambiante (20°C) pendant 
une nuit. Le dioxane est evapore sous vide, puis on acidifie le melange a pH 3 a 
30 l'aide d'une solution de sulfate de potassium. Ce qui est insoluble est extrait avec 
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v> . de 1'acetate d'ethyle (3 fois 100 cm 3 ) puis lave avec une solution de chlorure de 
sodium (2 fois 100 cm 3 ). La phase organique est sechee sur sulfate de 
magnesium, filtree et evaporee sous vide. Le produit obtenu est purifie sur une 
colonne de silice (dichloromethane/methanol, 9:1). Les produits sont analyses 
par CCM et/ou CLHP. Le produit (b) est obtenu avec un rendement de 32 % 
par rapport au produit (d). 
CCM : Rf = 0,63 (CHCl 3 /MeOH, 9:1) 
MH + : 523 

III) SYNTHESE DU 2-methylsulfanyl-l ,4,5,6-tetrahydropyrimidine (f) 
Dans un ballon sous agitation et courant d'azote, le 3,4,5,6-tetrahydro-2- 
pyrimidinethiol (0,0103 mol) est charge, et 5 cm 3 de methanol et 0,65 cm 3 d'iodure de 
methyle (0,0105 mol) sont ajoutes. Le melange est porte au reflux durant 1 heure puis 
est laisse a refroidir a temperature ambiante (20°C). Le produit est precipite par ajout 
de 5 cm J d'ether ethylique. Le precipite est filtre puis lave a 1'ether ethylique. Le 
1 5 produit est ensuite seche une nuit sous une pression de 34 mbar. 

On obtient 1,5 g (0,0041 mol) de produit (VI), soit une rendement de 40 %. 
CCM : Rf = 0,25 (CHCI 3 /MeOH, 9:1) 
MH+ : 131 

d) SYNTHESE DE Z-NH(CH 2 ) 3 -N-Boc(CH 2 )3-N-Boc-CH 2 -COGIyN[(CH 2 ) I3 -CH3] 2 
20 (g) 

Le produit (a) dont les amines sont protegees par des groupements Boc (1 mmol) est 
introduit dans un ballon equipe d'un barreau magnetique. 30 cm 3 d'acide 
trifluoroacetique a 4°C sont ajoutes, puis la solution est agitee pendant une heure. 
Lorsque la reaction est achevee (suivi par CCM et/ou CLHP), l'acide trifluoroacetique 
25 est evapore sous vide puis le produit obtenu est seche par coevaporation avec 3 fois 
30 cm 3 d'ether ethylique. 

CLHP : R t = 12,86 min, (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

Le produit obtenu (10 mmol) et le produit (b) (10 mmol) sont introduit dans un ballon 
30 de 250 cm 3 . Du dichloromethane (100 cm 3 ) est ajoute et le melange est agite jusqu'a 
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dissolution complete. 30 mmol de DIEA et 1 1 mmol de BOP sont en^^ajoutes. Le 
pH est maintenu a 10 grace au DIEA et le melange est agite pendant c^^eures. 
Lorsque la reaction est achevee (suivi par CCM et/ou CLHP), le dichlorometK^ est 



evapore et le solide obtenu est repris dans de l'acetate d'ethyle (300 cm 3 ). La pi 
5 organique est lavee avec une solution de sulfate de potassium (4 fois 100 cm 3 ), de A 
carbonate de sodium (4 fois 100 cm 3 ), et de chlorure de sodium (4 fois 100 cm 3 ). La 
phase organique est sechee sur sulfate de magnesium, filtree et evaporee sous vide. 
Les produits sont utilises sans autres purifications. 

Apres purification sur colonne de silice (dichtoromethane/methanol, 8:2), on obtient le 
10 produit (g) avec un rendement de 85%. 
CCM : Rf = 0,9 (CHCI 3 /MeOH, 9:1) 

CLHP : R t = 19,79in, (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

V) SYNTHESE DE NH 2 (CH 2 ) 3 ] 2 -N-Boc-(CH 2 )3-NH-Boc-CH 2 -COGlyN[(CH 2 ) 13 - 
15 CH 3 ] 2 (h) 
Le produit (g) est introduit dans un ballon equipe d'un barreau magnetique et dissous 
dans 10 cm' de methanol/g de produit. Du palladium sur charbon (10 %, lg/g de 
produit) et du formiate d'ammonium (1 g/g de produit) sont ajoutes a temperature 
ambiante (20°C). L'hydrogenolyse est suive par CLHP. Apres deux heures, la reaction 
20 est achevee, le melange est filtre, et le filtre lave avec 3 fois 10 cm 3 de methanol/g de 
produit. De Teau bi-distillee est ajoutee, et la solution est congelee et lyophilisee, ou 
bien le filtrat est concentre a sec et le solide est repris dans de l'acetate d'ethyle (300 
cm 3 ). La phase organique est lavee par une solution de carbonate de sodium (2 fois 
100 cm 3 ), et une solution de chlorure de sodium (2 fois 100 cm 3 ), puis elle est sechee 
25 sur sulfate de magnesium, filtree et evaporee sous vide. Les produits sont analyses par 
CLHP et sont utilises sans autres purifications. Le produit (h) est obtenu avec un 
rendements de 93 % par rapport au produit (g). 
CCM : Rf = 0,42 (CHCI 3 /MeOH, 6:4) 

CLHP : R t = 14,66 min, (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
30 [0/100]). 
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MH + : 838 

VI) SYNTHESE DU COMPOSE (5) 

Le produit (h) contenant Famine primaire a modifier (1 mmol/amine) est solubilise 
dans du dichloromethane (10 cm 3 ), puis on ajoute le produit (f) (1,2 mmol/amine) et la 
5 triethylamine (1,3 mmol/amine). Le melange est agite a temperature ambiante (20°C) 
jusqu'a P arret du degagement de sulfure de methyle. A la fin de la reaction (suivie par 
CLHP), le dichloromethane est evapore sous vide. 

Le produit obtenu est purifie par CLHP preparative et les fractions analysees par 
CLHP. Le compose (5) est ainsi obtenu avec un rendement de 38 %. 
10 CLHP : R t = 8,42 min, (H 2 OZMeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

Spectre de R M N ] H (400 MHz, (CD 3 ) 2 SO d 6 , 5 en ppm) : 0,86 (t, J = 7 Hz, 6H : 
CH 3 des chaines grasses) ; de 1,10 a 1,35 (mt, 44H : (CH 2 ) n centraux des chaines 
grasses) ; 1,44 et 1,53 (2 mts, 2H chacun : 1 CH 2 de chaque chaine grasse) ; de 1,80 a 

15 2,00 (mt, 6H : CH 2 central des propyles et CH 2 de la 1,4,5,6-tetrahydro-pyrimidine) ; 
de 2,80 a 3,10 (mt, 10H : NCH 2 des propyles et NCH 2 de la 1,4,5,6-tetrahydro- 
pyrimidine) ; de 3,15 a 3,45 (mt : les 6H correspondant au =NCH 2 de la 1,4,5,6- 
tetrahydro-pyrimidine et aux NCH 2 des chaines grasses) ; 3,81 (mf, 2H : 
NCH 2 CON) ; 4,04 (d, J = 5 Hz, 2H : CONCH 2 CON du glycyle) ; 7,89 - 8,62 - 8,75 et 

20 9,01 (4 mfs, 8H en totalite : les echangeables et OH des CF 3 COOH). 
MH+ : 720 

Exemple 6 : Svnthese du compose (6) : (N-dioctadecylcarbamoylmethyl-2-{3-[3- 
(1,4,5, 6-tetrahydropyrimidin-2-ylamino)-propylamino]propylamino}-acetamide) par la 
methode de synthese de « briques ». 

25 I) SYNTHESE DU BOC-GLY-DITETRADECYL AMINE (a) 
On opere de la meme fa?on que dans Texemple precedent. Le produit (a) est obtenu 
avec un rendement de 93 %. 
CCM : Rf = 0,9 (CHCl 3 /MeOH, 9:1) 
MH 4 " : 567 



30 II) SYNTHESE DE Z-NH(CH 2 ) 3 -N-Boc-(CH 2 ) ? -N-Boc-CH 2 -COOH (b) 
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1) Synthese de NC-(CH 2 ) 2 -NH-Boc-CH 2 -COOH <5£ (c) 

y 

On opere de la meme facon que precedemment dans Pexemple 5. Le^produit (c) 

v 

est obtenu avec un rendement de 98 %. v 
CCM : Rf = 0,66 (CHCl 3 /MeOH, 8:2) 
5 MH + : 229 

2) Synthese de NH 2 -(CH 2 ) 3 -NH-Boc-CH 2 -COOH (d) 
Le produit (d) est obtenu de la meme facon que precedemment dans Pexemple 5. 
CCM : Rf = 0,12 (CHCb/MeOH, 6:4) 

MH + : 233 

10 3) Synthese de NC(CH 2 ) 2 -N-Boc-(CH 2 ) 3 -NH-Boc-CH 2 -COOH (e) 

On opere de la meme facon que precedemment dans Pexemple 5. Le produit (e) 
est ainsi obtenu avec un rendement est de 93 %. 
CCM : Rf = 0,75 (CHCK/MeOH, 8:2) 
MH + : 386 

15 4) Synthese de Z-NH-(CH 2 ) 3 -N-Boc-(CH 2 ) 3 -N-Boc-CH 2 -COOH (b) 

On opere de la meme facon que precedemment dans Pexemple 5. On obtient un 
solide blanc qui est utilise sans autres purifications apres une analyse CCM. 
CCM : Rf = 0,14 (CHCl 3 /MeOH, 6:4) 

Le produit obtenu est utilise de la meme facon que precedemment afin de 
20 proteger 1'amine terminale par un groupement benzyloxycarbonyle. Le produit 

(b) est ainsi obtenu avec un rendement de 32 % par rapport au produit (d). 
CCM : Rf=0,63 (CHCl 3 /MeOH, 9:1) 
MH + : 523 

III) SYNTHESE DU 2-methylsulfanyl-l,4,5,6-tetrahydropyrimidine (f) 
25 On opere de la meme facon que precedemment dans Pexemple 5. On obtient ainsi 
1,5 g (0,0041 mol) de produit (f), soit un rendement de 40 %. 
CCM : Rf = 0,25 (CHCl 3 /MeOH, 9:1) 
MH + : 131 



IV) SYNTHESE DE Z-NH(CH 2 ) 3 -N-Boc(CH2) 3 -N-Boc-CH 2 -COGlyN[(CH 2 ) 17 -CH 3 ] 2 
30 (g) 
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On opere de la meme facon que precedemment dans l'exemple 5. On obtient ainsi le 
produit (a) dont les groupements Boc ont ete clives. 

CLHP : Rt = 19,44 min, (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

5 Ce produit obtenu est utilise de la meme facon avec le produit (b) que precedemment 
dans l'exemple 5. Apres purification sur colonne de silice (dichloromethane/methanol, 
8:2), on obtient le produit (g) avec un rendement de 84 %. 
CCM : Rf = 0,9 (CHCl 3 /MeOH, 9:1) 

CLHP . R t = 23,95 min., (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
10 [0/100]). 

V) SYNTHESE DE NH 2 (CH 2 )3]2-N-Boc-(CH 2 )3-NH-Boc-CH2-COGlyN[(CH2)i7- 



CH 3 ] 



12 



(h) 



On opere de la meme facon que precedemment avec l'exemple 5. Le produit (h) est 
obtenu avec un rendements de 73 % par rapport au produit (g). 
15 CCM : Rf = 0,28 (CHCU/MeOH, 6:4) 

CLHP : R t = 20,59 min, (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 

[0/100]). 
MH + : 838 

VI) SYNTHESE DU COMPOSE (6) 
20 On opere de la meme facon que precedemment a l'exemple 5. Le compose (6) est ainsi 
obtenu avec un rendement de 68 %. 

CLHP : R t = 15,83 min, (H 2 0/MeCN : 3 min [40/60], 3-20 min [0/100], 35 min 
[0/100]). 

S pectre de R M N iH (500 MHz, (CD 3 ) 2 SO d 6 , 6 en ppm) : 0,88 (t, J = 7 Hz, 6H : 
25 CH, des chames grasses) ; de 1,15 a 1,35 (mt, 60H : (CH 2 ) 15 centraux des chaines 
grasses) ; 1,46 et 1,54 (2 mts, 2H chacun : 1 CH 2 de chaque chalne grasse) ; de 1,80 a 
2,00 (mt, 6H : CH 2 central des propyles et CH 2 de la 1,4,5,6-tetrahydro-pyrimidine) ; 
de 2,85 a 3,05 (mt, 10H : NCH 2 des propyles et NCH 2 de la 1,4,5,6-tetrahydro- 
pyrimidine) ; de 3,15 a 3,45 (mt : les 6H correspondant au =NCH 2 de la 1,4,5,6- 
30 tetrahydro-pyrimidine et aux NCH 2 des chaines grasses) ; 3,81 (mf, 2H : 
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NCH 2 CON) ; 4,04 (d, J = 5 Hz, 2H : CONCH 2 CON du glycyle) ; 7,8^8,61 - 8,74 et 
8,99 (4 mfs, 8H en totalite : les echangeables et OH des CF 3 COOH). V _ 

°o 

MH + : 832 ^ 



B\ UTILISATION DES AGENTS DE TRANSFECTION SELON T /INVENTION 

5 Exemple 7 : preparation de complexes nucleolipidiques 

Cet exemple illustre la preparation de complexes nucleolipidiques selon 
P invention. 

Le compose utilise dans cet exemple est le compose (1) en solution dans du 
chloroforme. Des quantites de 10 nmoles de compose (1) (soit 1 1,8 jig) par jig d'ADN 

10 ont ete utilisees. Dans certains cas, un co-lipide neutre, Cholesterol ou DOPE, est 
prealablement melange au compose. Un film lipidique fin se forme lorsqu'on evapore le 
chloroforme a l'aide d f un flux leger d'argon, puis il est rehydrate dans un melange de 
dextrose 5% et de chlorure de sodium 20 mM, pendant toute une nuit, a 4°C. Les 
echantillons sont ensuite traites aux ultrasons pendant 5 minutes, chauffes a 65°C 

15 pendant 30 minutes, et enfin traites a nouveau aux ultrasons pendant 5 minutes. On 
obtient ainsi des suspensions lipidiques qui sont stockees a 4°C jusqu ! a leur utilisation. 

L'ADN utilise est le plasmide pXL2774 (figure 2) en solution dans un melange 
de dextrose 5% et de chlorure de sodium 20 mM a une concentration de 0,5 mg/ml ou 
1,0 mg/ml. Le plasmide pXL2774 possede les caracteristiques suivantes : 
20 - niveau d'endotoxines inferieur a 50 EU/mg, 

- Taux d'ADN superenroule superieur a 60%, 

- contenu d'ARN, c'est-a-dire d'ARNm, d'ARNt et d'ARN ribosomique, 
(determine par HPLC) inferieur a 5%, 

- taux d'ADN chromosomal inferieur a 1%, 
25 - contenu proteique inferieur a 1%, 

- osmolarite inferieure a 15 mosmoles/kg. 

On prepare les complexes nucleolipidiques selon l'invention en melangeant 
rapidement des volumes egaux de solution d'ADN et de suspension lipidique telles que 
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decrites ci-dessus. La quantite de compose complexe a l'ADN varie de 0,5 nmoles/jig 
d'ADN a 12 nmoles/jig d'ADN. 

Exemple 8 : comportement des complexes formes a diffe rent rapport de charge 

Cet exemple illustre le comportement des complexes nucleolipidiques selon 
5 Tinvention a differents rapport de charge . L'impact de l'ajout d'un co-lipide neutre est 
egalement illustre. 

La taille des complexes a tout d'abord ete analysee en mesurant le diametre 
hydrodynamique par diffusion dynamique de la lumiere (Dynamic Laser Light 
Scattering) a l'aide d'un appareil Coulter N4plus. les echantillons sont dilues 20 fois 

10 dans une solution contenant 5% de dextrose et 20 mM de chlorure de sodium pour 
eviter les diffusions multiples. L'effet du groupement cycloamidine, de la composition 
lipidique, et du rapport de charge sur la taille des complexes nucleolipidiques selon 
Tinvention a ainsi ete etudie. 

On distingue trois phases possibles lorsqu'on augmente le rapport de charge 

15 entre le compose (1) selon Tinvention et TADN. Ces trois phases determined le 
potentiel therapeutique du compose (1). La figure 3 illustre ces 3 phases pour le 
compose (1). On peut observer le meme comportement pour d'autres composes selon 
Tinvention. 

A faible rapport de charge, TADN n'est pas sature par le compose (1). II reste 
20 encore de l'ADN nu, et les complexes sont globalement charges negativement. Les 
particules sont de petite taille (entre 100 et 300 nm). Cette phase est appelee « Phase 
A». 

Le fait que l'ADN ne soit pas completement sature par le compose (1) signifie que 
l'ADN n f est pas completement protege par lui. L'ADN peut done etre soumis aux 
25 degradations par les enzymes (DNAases). Par ailleurs, les complexes etant 
globalement negatifs, le passage de la membrane cellulaires est difficile. Pour ces 
raisons, les complexes nucleolipidiques de la phase A sont d une efficacite beaucoup 
moins grande en transfection. 
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A rapport de charge intermediate, l'ADN esP^smpletement sature par le 
compose (1), et les complexes sont globalement neutres ou%^rement positifs. Cette 
phase est instable car les repulsions ioniques sont minimales^^^n phenomene de 
« crosslinking » peut se produire. La taille des particules est bien au^&sus de la limite 
5 de detection par diffusion dynamique de la lumiere (tres superieure a^^un). Cette 
phase instable est appelee « phase B ». *~ 
Une telle taille de complexes n'est pas adaptee pour des utilisations en injection. 
Cependant,cela ne signifie pas pour autant que les complexes soient inactifs dans la 
phase B, mais ils sont seulement sous une formulation qui n'est pas appropriee pour 
10 leur injection dans un but pharmaceutique. 

A rapport de charge relativement eleve, l'ADN est sur-sature par le compose 
(1), et les complexes sont globalement positifs. Du fait des fortes repulsions entre les 
charges positives, cette phase est stable. Elle est designee sous le nom de « phase C ». 
Contrairement a la phase A, les complexes nucleolipidiques sont sous une forme telle 
15 que l'ADN est tres bien protege vis-a-vis des enzymes, et leur charge globalement 
positive facilite le passage de la membrane cellulaire de nature anionique. Les 
complexes de la phase C sont done particulierement adaptes a une utilisation pour le 
transfer! d'acides nucleiques dans les cellules. 

En plus du groupement cycloamidine du compose selon l'invention, Tutilisation 
20 d'un co-lipide neutre a un fort impact sur la stabilite des complexes, comme cela est 
illustre figure 3. Les co-lipides ajoutes sont soit du DOPE (tipide cationique/DOPE = 
3/2), soit du cholesterol (lipide cationique /cholesterol = 3/1). En general, l'ajout du 
co-lipide neutre augmente l'instabilite des complexes, ce qui entraine l'augmentation de 
la quantite de compose requise pour atteindre la phase C. Ceci est tres clairement 
25 illustre a la figure 3 lorsqu'on compare le rapport de charge auquel la phase C est 
atteinte en presence et en l'absence de co-lipide. 

II faut noter que les valeurs du rapport de charge qui delimitent les trois phases 
A, B et C dependent du compose utilise. Ainsi, ces valeurs peuvent varier tres 
fortement d'un compose a l'autre. 
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Enfin, Taffinite du compose vis-a-vis de l'ADN en fonction du rapport de 
charge a ete etudiee. Pour cela, la reduction de fluorescence apres ajout de 3 jig de 
bromure d'ethidium (EtBr) a ete mesuree. En effet, la substitution du bromure 
d'ethidium de l'ADN par le compose est une indication de liaison a l'ADN. 

5 La formulation utilisee est diluees 20 fois jusqu'a une concentration finale de 25 

^g d'ADN/ml La fluorescence relative mesuree pour TADN nu est definie comme 
etant 100%. Le taux de liaison avec le compose (1) est represents par la reduction de 
la fluorescence relative de Techantillon. La figure 3 mohtre que la fluorescence diminue 
quand le rapport de charge augmente, ce qui signifie qu'une plus grande quantite de 
10 compose (1) est disponible pour se lier a l'ADN (plus la fluorescence decroit, plus une 
grande quantite de compose se lie a l'ADN jusqu'a atteindre la saturation). 

De cette fa<?on, il a ete ainsi montre que l'affinite du compose (1) selon 
T invention pour TADN est determinee par le groupement cycloamidine, mais pas par 
l'addition d'un co-lipide. 

15 Exemple 9 : transfection in vitro avec le compose (1) 

Cet exemple illustre la capacite du compose (1) selon l'invention a transfecter 
l'ADN dans les cellules in vitro, comparativement a TADN non-formule. 

Des microplaques de 24 puits sont ensemencees avec 60000 cellules HeLa 
(ATCC) par puit, et transferees 24 heures plus tard. Des complexes contenant 1 ^g 

20 d'ADN sont dilues dans 0,5 ml de milieu de culture DMEM (Gibco/BRL) en 1'absence 
de serum, puis ajoutes dans chaque puit. Les cellules sont incubees a 37°C pendant 4 
heures. Le milieu contenant les complexes est ensuite enleve et remplace par un 
melange de DMEM et de 10% de serum de veau foetal. Puis, les cellules sont a 
nouveau mises en culture pendant 24 heures. Enfin, les cellules sont lysees et testees 

25 en utilisant un kit de test de luciferase (Promega) et un luminometre Dynex MLX. 

Les resultats indiques a la figure 4 soulignent la difference entre les 
performances de l'ADN nu par rapport aux complexes compose (1)/ADN de 
l'invention totalement satures : aucune activite luciferase n'a pu etre detectee 
(sensibilite de l'appareil inferieure a 1 pg par puit) apres transfection /'/; vitro d'ADN 
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nu, alors que 1'activite de transfert de gene des complexes selon I*inve^>n varie de 
200 pg/puit a 8000 pg/puit. 

Cet exemple montre done clairement l'utilisation avantageuse du comjQs^(l) 
selon Tinvention pour la transfection des cellules in vitro. 

5 Exemple 10 : transfection in vitro avec les composes (3), (5) et (6) 

Cet exemple illustre la capacite des composes (3), (5) et (6) selon Tinvention a 
transfecter l'ADN dans les cellules in vitro, comparativement a TADN non-formule. 

La transfection est effectuee selon le protocole de F exemple 9 precedent, dans 
des cellules HeLa. Les resultats sont illustres aux figures 5, 6 et 7. On observe ainsi 
10 que ces 3 composes presentent un bon niveau de transfection //; vitro. 

Exemple 11 : transfection in vivo du compose (I) 

Cet exemple illustre la capacite du compose (1) selon Tinvention a transfecter 
TADN dans les cellules in vivo, comparativement a TADN non-formule et au lipide A 
de formule condensee NH 2 (CH 2 )3NH(CH2)4NH(CH 2 )3NHCH 2 COArgN[(CH 2 ),7CH3]2 
15 decrit dans la demande WO 97/18185 et dont la structure est representee represents a 
la figure 1 . 

Le transfert de gene in vivo a ete effectue sur des souris Balb/C par 
administration intramusculaire et intraveineuse. Les formulations qui ont ete 
comparees sont des formulations d'ADN nu, des formulations contenant le lipide A, ou 

20 des formulations contenant le compose (1) selon Tinvention. 

Dans le cas des injections intramusculaires, chaque souris a re<?u 30 jil de formulation 
contenant 15 jig d'ADN dans le muscle anterieur du tibia. Les tissus sont recuperes 7 
jours apres Tinjection, ils sont congeles et stockes a -80°C en attendant d'effectuer les 
tests d'activite luciferase. Les mesures d'activite luciferase se font comme dans 

25 Texemple 8. 

Dans le cas des injections par voie intraveineuse, chaque souris a re<?u 200 \x\ de 
formulation contenant 50 |ig d'ADN. Les tissus sont recuperes dans ce cas 24 heures 
apres Tinjection, puis congeles et stockes de la meme fa<?on que precedemment. 
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Les resultats de transfert de gene in vivo sont presentes figure 8 et figure 9. Le 
. 1 rapport entre le compose (1) et TADN est de 10 nmoles/jig d'ADN. Le rapport entre le 
lipide A et l'ADN est de 4 nmoles/fig d'ADN. 

La figure 8 illustre Tactivite in vivo dans le muscle du compose (1) selon 
5 invention comparativement a TADN nu et au lipide A. On constate que les niveaux 
d'activite luciferase sont equivalents entre l'ADN nu et le compose (1), ce dernier 
presentant en outre une activite tres amelioree par rapport au lipide A. Les 
mecanismes de transfert impliques semblent differents entre TADN nu et l'utilisation du 
compose (1) selon la presente invention. En effet, les complexes selon Tinvention 
10 utilises ne contiennent pas d'ADN libre (phase C) et de plus, leurs resultats in vitro 
sont tres superieurs a ceux de l'ADN nu. 

La figure 9 compare les activite du compose (1) selon Tinvention, de l'ADN nu 
et du lipide A, par voie intraveineuse et par voie intramusculaire. 

On constate que TefFicacite de transfection est a peu pres equivalente par voie 
15 intraveineuse pour le lipide A et pour le compose (1). Par contre, par voie 
intramusculaire, Tefficacite de transfection du compose (1) selon Tinvention est tres 
nettement superieure a celle du limide A. 

Par rapport a TADN nu, le compose (1) presente une transfection par voie 
intraveineuse, en plus de la transfection au moins equivalente par voie intramusculaire. 

20 II apparait done que TefFicacite de transfert de Tacide nucleique in vivo avec le 

compose (1) selon Tinvention est globalement superieure a celle avec le lipide A qui est 
un lipide cationique connu et celle de TADN non-formule. 

Enfin, il apparait que les complexes selon Tinvention possedent Tavantage, par 
rapport a la transfection d'ADN nu, de proteger TADN des degradations par les 
25 nucleases, contribuant ainsi a une amelioration significative de la stabilite des 
formulations. Les composes de la presente invention peuvent etre egalement utilises 
pour proteger TADN des deteriorations au cours de la lyophilisation, ameliorant la 
encore la stabilite des formulations. 
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Exemple 12 : transfection in vivo des composes (5) et (6) 

Cet exemple illustre la capacite des composes (5) et (6) a transfecter d^^^cide 
nucleique in vivo de facon efficace. 

o 
o 

Le meme protocole qu'a F exemple precedent est mis en oeuvre. La figure ICPvC^ 
montre que le compose (5) et le compose (6), formules dans un rapport de charges 
0,25:1 avec TADN sans co-lipide, presentent un niveau de transfection in vivo 
superieur ou egal a FADN nu 48 heures apres injection en i.m. 

Le tableau suivant donne les resultats obtenus avec les composes (5) et (6) 
dans differentes formulations : 



Compose 


Rapport de 
charges 
compose/ ADN 


Co-lipide 


RLU/ 
poumon 


pg/poumon 


voie 
d'administration 


Compose (5) 


6/1 


DOPE (1:1) 


254,9 


1611,3 


i.v. 


Compose (5) 


8/1 


DOPE (1:1) 


535,2 


3558,1 


i.v. 


Compose (5) 


0,5/1 


Choi. (3:1) 


209,6 


1330,5 


i.m. 


Compose (5) 


0,5/1 


DOPE (1:1) 


155,8 


974,6 


i.m. 


Compose (6) 


6/1 




175,1 


1098,7 


i.v. 


Compose (6) 


5/1 


DOPE (1:1) 


407,7 


2700,8 


i.v. 


Compose (6) 


0,5/1 


DOPE (1:1) 


1768 ,7 


13005,4 


i.m. 
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REVENDICATIONS 



1. Composes, sous forme D, L ou DL, ainsi que ses sels, de formule generate (I) : 



CA Rep 



(I) 



pour laquelle : 

(D CA represente un groupement cycloamidine et ses formes mesomeres de 
formule generate (II) : 




(II) 



n 



pour laquelle : 

• m, et n sont des entiers independants Tun de l'autre compris entre 0 et 3 inclus et tels 
10 que m+n est superieur ou egal a 1, 

♦ Ri represente un groupement de formule generale (III) : 



pour laquelle p et q sont des entiers independants l'un de l'autre compris entre 0 et 10 
inclus, Y represente un groupement carbonyle, amino, methylamino, ou bien 
15 methylene, Y pouvant avoir des significations differentes au sein des differents 
groupements [(CH 2 ) P -Y], et (*) represente soit un atome d'hydrogene, soit est le lieu 
de liaison au groupement Rep, 

etant entendu que Ri peut etre lie a n'importe quel atome de la formule generale (II), y 
compris Z, et qu'il y a un unique groupe Ri dans la formule (II), 

20 • X represente un groupement NR 2 ou bien CHR 2 , R 2 etant soit un atome d'hydrogene 
soit la liaison au groupe K\ tel que defini precedemment, 




(HI) 
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• Le groupement -i^t^-.. represente 

V W 



4 4 

* 1" cas : un groupement de formule generate (IV) : \^ 

o 

NH Y> 
R"N-^W (IV) 

4 4 

pour laquelle W represente CHR'" ou bien NR"\ et R" et R'" representent 
5 independemment 1'un de l'autre un atome d'hydrogene, un methyle, ou la liaison au 
groupe Ri tel que defini precedemment, ou bien 

* 2 ewe cas : u n groupement de formule generale (V) : 

NHR' 

N^-W (V) 

4 4 

pour laquelle W represente CHR 1 " ou bien NR M \ et R" et R ,H representent 
10 independemment Tun de Tautre un atome d'hydrogene, un methyle, ou la liaison au 
groupe Ri tel que defini precedemment, 

© Rep est absent ou est un repartiteur de formule generale (VI) : 

O 



-[-N (CH)r]^ 



(VI) 
R 4 R 3 

dont l'atome d'azote est rattache aux atomes X, V, W, ou Z ou au substituant Y du 
1 5 groupe Ri selon les cas, et 

• t est un entier compris entre 0 et 8 inclus, 

• r est un entier compris entre 0 et 10 inclus, r pouvant avoir des significations 
differentes au sein des differents groupements -NR4-(CH) r , 
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• R 3 , qui peut avoir des significations differentes au sein des differents groupements 
NRr(CH) r R 3 , represente un atome d'hydrogene, un groupement methyle, ou un 
-groupement de formule generale (VII) : 



5 pour laquelle u est un entier compris entre 1 et 10 inclus, s est un entier compris entre 
2 et 8 inclus pouvant avoir des significations differentes au sein des differents 
groupements -(CH 2 ) S -NR 5 , et R 5 est un atome d'hydrogene, un groupement CA tel que 
definis precedemment etant entendu que les groupements CA sont independants les 
uns des autres et peuvent etre differents, ou bien un groupement de formule generale 
10 (VII) etant entendu que les groupements de formule generale (VII) sont independants 
les uns des autres et peuvent avoir des significations differentes, 

* R4 est defini de la meme fa?on que R 3 ou bien represente un groupement CA tel que 
defini precedemment etant entendu que les groupements CA sont independants les uns 
des autres et peuvent etre differents, et 

I 5 © R est lie a la fonction carbonyle du groupement Rep de formule generale 

(VI), ou bien si Rep est absent R est lie directement au groupement CA, et represente : 

* soit un groupement de formule NR*>R 7 pour laquelle R^ et R 7 represented 
independamment Tun de l'autre un atome d'hydrogene ou un radical aliphatique sature 
ou non, lineaire ou ramifiee, eventuellement fluore, contenant 1 a 22 atomes de 

20 carbone, avec Tun au moins des deux substituants R6 ou R 7 different de l'hydrogene et 
Tautre contenant entre 10 et 22 atomes de carbone, 

* soit un derive de steroide, 




(VII) 



* soit un groupement de formule generale (VIII) ; 

— [NH (CH 2 )^Q 



(VIII) 
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pour laquelle x est un entier compris entre 1 et 8 inclus, y est un enti^compris entre 1 
et 10 inclus, et soit Q represente un groupement C(0)NR<;R7 pour leqii^R6 et R 7 sont 
definis comme precedemment, soit Q represente un groupement C(0)Rs<^Hir lequel 
R$ represente un groupement de formule (IX) : ^0 



6 J- 



R ^ 



-H-k'W (IX) 



Y 

5 O 

pour laquelle z est un entier compris entre 2 et 8 inclus, et R 9 est un radical aliphatique 
sature ou non , eventuellement fluore, contenant 8 a 22 atomes de carbone, ou un 
derive de steroide, et les deux substituants Rs sont, independamment Tun de F autre, 
definis comme precedemment, 
10 ou bien Rg represente un groupement -0-R 9 pour lequel R 9 est defini comme ci-dessus. 

2. Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que le groupement R\ est lie 
soit a Z soit a V d'une part et au groupement Rep d'autre part par Tintermediaire de 
Y. 

3. Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que la tete cycloamidine CA 
15 de formule (II) comporte 5, 6, 7, ou 8 chainons. 

4. Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que R3 represente un atome 
d'hydrogene ou un methyle et R4 est tel que defini dans la revendication 1, ou bien R 3 
et R4 present dans la formule (VI) representent des atomes d'hydrogene, ou bien R4 est 
un atome d'hydrogene et R 3 est un groupement de formule (VII) dans laquelle R 5 

20 represente un groupement CA 

5. Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que, dans la formule (V), p et 
q sont choisis independamment Tun de 1'autre parmi 2, 3 ou 4. 

6. Composes selon la revendication 1 caracterise en ce que les groupements Rs et R7 
sont identiques ou differents et representent chacun des chaines aliphatiques saturees 

25 ou non, lineaires ou ramifiees, eventuellement fluorees, contenant 10 a 22 atomes de 
carbone. 
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7. Composes selon la revendication 1 caracterises en ce que les groupements Re et R 7 
sont identiques ou differents et representent chacun des chaines aliphatiques saturees 
ou non, lineaires ou ramifiees, eventuellement fluorees, et contenant 12, 14, 16, 17, 
18, ou 19 atomes de carbone. 

5 8. Composes selon la revendications 1 caracterises en ce que lorsque R est un derive 
de steroide, ledit derive de steroide est choisi parmi Ie cholesterol, Ie cholestanol, le 3- 
a-5-cyclo-5-a-cholestan-6-(3-ol, I'acide cholique, le cholesterylformiate, le 
chotestanylformiate, le 3a,5-cyclo-5a-choIestan-6(3-yI formiate, la cholesterylamine, la 
6-(l,5-dimethylhexyl)-3a,5a-dimethyI-hexadecahydrocyclopenta[a]cyclopropa- 
10 [2,3]cyclopenta-[l,2-f]naphta-len-10-ylamine, ou la cholestanylamine. 

9. Composes selon la revendication 1 de formules : 



HN, 





Compose (1) 



HN 





compose (2) 




Compose (3) 
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Compose (4) 




Compose (5) 




Compose (6) 

10. Procede de preparation des composes selon les revendications 1 a 9 caracterise en 
5 ce que Ton effectue la synthese des briques portant la/les fonctions cycloamidine puis 

Ton greffe ces briques sur des lipides equipes de repartiteurs. 

1 1 . Procede de preparation des composes selon les revendications 1 a 8 caracterise en 
ce que Ton effectue la synthese des lipopolyamines analogues puis Ton effectue la 
cyclisation en groupements cycloamidine. 

10 12. Composition caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un compose de formule 
generale (I). 

13. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce qu'elle comprend un 
compose de formule generale (I) et un acide nucleique. 

14. Composition selon les revendications 12 ou 13 caracterisee en ce qu'elle comprend 
15 en outre un ou plusieurs adjuvants. 
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15. Composition selon la revendications 14 caracterisee en ce que Ie ou les adjuvants 
sont un ou plusieurs lipides neutres a deux chaines grasses. 

16. Composition selon la revendication 15 caracterisee en ce que les lipides neutres 
sont des lipides naturels ou synthetiques, zwitterioniques ou depourvus de charge 
ionique dans les conditions physiologique, choisis par exemple parmi la 
dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), 1' oleoylpalmitoylphosphatidylethanol- 
amine (POPE), les di-stearoyl, -paimitoyl, -mirystoyl phosphatidylethanolamines ainsi 
que leurs derive N-methyles 1 a 3 fois, les phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, 
les glycosyldiacylglycerols, les cerebrosides (tels que notamment les galacto- 
cerebrosides), les sphingolipides (tels que notamment les sphingomyelines) ou encore 
les asialogangliosides (tels que notamment les asialoGMl et GM2). 

17. Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce que l'adjuvant est un 
compose intervenant directement ou non au niveau de la condensation de l'acide 
nucleique. 

15 18. Composition selon la revendication 17 caracterisee en ce que ledit adjuvant derive 
en tout ou partie d f une protamine, d*une histone, ou d'une nucleoline et/ou de Tun de 
leurs derives, ou bien est constitue, en tout ou partie, de motifs peptidiques 
(KTPKKAKKP) et/ou (ATPAKKAA), le nombre des motifs pouvant varier entre 2 et 
10, et pouvant etre repetes de maniere continue ou non. 

20 19. Composition selon les revendications 12 a 18 caracterisee en ce qu'elle contient en 
outre un ou plusieurs agents de surface non-ionique(s) en quantite suffisante pour 
stabiliser la taille des particules de complexes nucleolipidiques. 

20. Composition selon les revendications 12 a 19 caracterisee en ce qu ! elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable. 

25 21. Composition selon les revendications 12 a 19 caracterisee en ce qu'elle comprend 
un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une application sur la peau et/ou les 
muqueuses. 
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22. Composition selon la revendication 13 car^fei^^ en ce que ledit acide nucleique 
est un acide desoxyribonucleique ou un acide ribonuclei<jJW 

23. Composition selon la revendication 22 caracterisee en ce que ledit acide nucleique 
comprend une cassette d'expression constitute d'un ou plusieurs genes d'interet 

5 therapeutique sous controle d'un ou plusieurs promoteurs et d'un terminateur 
transcriptionnel actifs dans les cellules cibles. 

24. Utilisation d'un compose selon l'une des revendications 1 a 9 pour fabriquer un 
medicament destine a soigner les maladies. 

25. Utilisation d'un compose selon Tune des revendications 1 a 9 pour fabriquer un 
10 medicament destine a soigner les maladies par transfer! d'acides nucleiques dans les 

cellules par voie intramusculaire. 

26. Methode de transfert d'acides nucleiques dans les cellules comprenant les etapes 
suivantes : 

(1) la mise en contact de l'acide nucleique avec un compose de formule generale (I) tel 
15 que defini ci-avant, pour former un complexe nucleolipidique, et 

(2) la mise en contact des cellules avec le complexe nucleolipidique forme en (1). 

27. Methode de transfert d'acides nucleiques dans les cellules selon la revendication 26 
caracterisee en ce que ledit acide nucleique et/ou ledit compose sont prealablement 
melanges a un ou plusieurs adjuvants. 

20 28. Methode de traitement de maladies par administration d'un acide nucleique codant 
pour une proteine ou pouvant etre transcrit en un acide nucleique apte a corriger 
lesdites maladies, ledit acide nucleique etant associe a un compose de formule generale 

a) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Oemegjjj^mernaiionaie n : 

PCT/F^k&Q0740 



Cadre I Observations - lorsqu il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faHsrl^jbjet d'une rechercho 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a larticle I7.2)a). certaines revendications n'ont pas fait I'objet d une recherche pour les motifs suivants: 



a Les revendications n os 28 

— se rapportent a un objet a regard duauel ^administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 

Remarque: Bien que la revendicati on 28 

concerne une methode de traitement du corps humain/animal , 

la recherche a ete effectuee et basee sur les effets imputes 
au produit/a la composition. 

2. I Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas surfisamment les conditions preserves pour 

qu'une recherche significative puisse etre effectuee. en particulier: 



3. I Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d unite de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'admtmstration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 



1 i I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant. le present rapport de recherche 
' ' international porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2. I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre erfectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle. ('administration n'a soilicite le paiement d'aucune taxe de certe nature. 



3. I | Comme une partie seuiement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans tes delais par le deposant. le present 

' ' rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesqueiles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n os 



□ Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
de recherche Internationale ne porte que sur Tinvention mention nee en premier lieu dans les revendications: elle est 
couverte par les revendications n 05 



Remarque quant a la reserve 



| | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposan t. 
| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait 



t assort d'aucune reserve. 
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